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Liste des abréviations 
 
32P Phosphore 32 
3'-dGMP 3'-monophosphate désoxyguanosine 
AA Acide arachidonique 
ADN Acide désoxyribonucléique 
ADYs  Levure sèche active 
AF Aflatoxines 
AFB Aflatoxine B 
AFG Aflatoxine G 
AFM1 Aflatoxine M1 
ALP Alcaline phosphatase  
ARN Acide ribonucléique 
ASAT Aspartate aminotransférase 
ATP Adénosine tri phosphate 
Aw Activité de l’eau 
BEN Néphropathie endémique des Balkans 
CHA                   Choléstyramine 
CIRC Centre international de recherche contre le cancer (=IARC) 
CIT Citrinine 
CL50 Concentration létale 50 
COX Cyclooxygénase = PGHS 
CPDA Comité permanent des denrées alimentaires 
CPM Coups par minute 
CSAH Comité scientifique de l’alimentation humaine 
CYP Cytochrome P450 
DHT Dose hebdomadaire tolérable 
DJT Dose journalière tolérable 
DL50 Dose létale 50 
DMSO Diméthyl sulfoxide 
DO Densité optique 
DON  Désoxynivalénol  
DPM Désintégrations par minute 
DVS Dose Virtuellement Sûre 
ELISA Enzyme Linked-Immuno Sorbent Assay 
FAO Organisation des Nations unies pour l’alimentation et l’agriculture 
FB Fumonisine 
FDA US Food and Drug Administration 
gr Groupe 
GSH Glutathion 
HACCP Hazard Analysis Critical Control Point 
HCl Acide chlorhydrique 
HSCAS Hydrated sodium calcium aluminosilicates 
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HepG2 Hépatome d'origine humaine 
HK2 Cellules rénales humaines 
HPLC Chromatographie liquide haute performance 
IAC Colonne d’immunoaffinité 
INC Institut National de la Consommation 
IR Infra-rouge 
JECFA Comité mixte FAO/OMS d'experts sur les additifs alimentaires 
LIPOX Lipoxygénase 
LAB Bactérie lactique 
LDH Lactate déshydrogénase 
LLC-PK1 Lignée cellulaire de rein de porc 
LOD Limite de détection 
LOQ Limite de quantification 
LGSH Levure enrichie en glutathion 
LS Levure enrichie en séléniométhionine  
LIPOX Lipooxygénase 
MCF7 Cellule mammaire humaine 
MDA Malondialdéhyde 
MESNA 2-mercaptoéthane sulfonate 
MTT Sel de tétrazolium 
MN Nucléase de staphylocoque 
MS Spectrométrie de masse 
ms Matière sèche 
NA Non analysé 
NAC N-acétyl-cystéine 
NADPH Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate forme réduite  
ND Non détecté  
NP1 Nucléase P1 
OHOA Hydroxy-ochratoxine A 
OK Cellule rénale d’opossum 
OMS Organisation mondiale de la santé 
OPA ortho-phtaldialdéhyde 
OP-OTA Forme ouverte de l’ochratoxine A 
OTA Ochratoxine A 
OTB Ochratoxine B 
OT-Br Ochratoxine Bromé 
OTC Ochratoxine C 
OTHQ Ochratoxine hydroquinone 
OTQ Ochratoxine quinone 
OS Stress oxydatif 
PBS Tampon phosphate salin* 
Pc Poids coporel  
PMFS Phényl méthyl fluorosulfonid (fluorure de phényl-méthyl-sulfonate) 
PEI Polyéthylène imine 
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PGHS Prostaglandine H synthétase = COX 
PM Poids moléculaire 
Ppm       Partie par million  
ROS Espèces activés de l’oxygène 
SC Saccharomyces cerevisae 
Se Sélénium 
SeMet Sélénométhionine 
S9 Surnageant 9000g 
SPD Phosphodiestérase de rate 
SVF Sérum de veau foetal 
T-2 Toxine T2 
UE Union européenne 
UV Ultra violet 
































1. Frédéric Violleau,  Kheira Hadjeba, Joël Albet,  Roland Cazalis, Olivier Surel  (2008).Effect 
of Oxidative Treatment on Corn Seed Germination Kinetics. Ozone: Science & Engineering. 
The Journal of the International Ozone Association. 30:6,418-422. 
 
2. Polisenska I., Pfohl-Leszkowicz A., Hadjeba K., Dohnal V., Jirsa O. Denesova  O., Jezkova 
A. and Macharackova P. (2010) Occurrence of Ochratoxin A and citrinin in Czech cereals-
Comparison of HPLC and ELISA methods for Ochratoxin A detection. Food Additives and 
Contaminants. Vol 27, N°11, 1545-1557. 
 
3. Claire Joannis-Cassan, Mariana Tozlovanu, Kheira Hadjeba-Medjdoub, Nathalie Ballet, and 
Annie Pfohl-Leszkowicz. (2011). Binding of Zearalenone, Aflatoxin B1, and Ochratoxin A by 
Yeast-Based Products: A Method for Quantification of Adsorption Performance. Journal of 
Food Protection, Volume 74, N° 7, 1175-1185(11) 
 
4. Kheira Hadjeba-Medjdoub, Mariana Tozlovanu, Annie Pfohl-Leszkowicz, Christine 
Frenette, Robert J. Paugh, and Richard A. Manderville. (2012). Structure-Activity 
Relationships Imply Different Mechanisms of Action for Ochratoxin A-Mediated Cytotoxicity 
and Genotoxicity. Chem Research Toxicology. Vol 25, N° 1, 181-190. 
 
5. Hadjeba-Medjdoub, K., El Adlouni, C., Manderville, R.A., and Pfohl-Leszkowicz, A. 
(2012). Admixture of  Ochratoxin A and Fumonisin B1Stimulates Proliferation and a 
Synergistic Increase in Mitogen-ActivatedProtein Kinase Activity in Human Kidney 
Cells.Chem Res Toxicol (soumis). 
 
6. Faucet-Marquis V, Hadjeba-Medjdoub K, Joannis-Cassan C , Ballet N & Pfohl-Leszkowicz 
A (2012). Development of an in vitro method or the prediction of mycotoxin adsorption on 
yeast based products: case of zearalenone, ochratoxin A and Aflatoxin B1 (en cours de 
soumission). 
 
7. Hadjeba-Medjdoub K, Faucet-Marquis V, Polisenska I, Dohnal V & Pfohl-Leszkowicz A 
(2012) Mycotoxins contamination of cat petfood- correlation with reduced fertility and 
stillbirth (en cours de soumission). 
 
8. K.Hadjeba-Medjdoub. Saviez vous que les aliments peuvent être source de toxines 
naturelles toxinogènes ? (article de vulgarisation) Journée de rencontre des jeunes chercheurs 













Communications à des congrès internationaux 
 
1. Hadjeba-Medjdoub K., Tozlovanu-Fergane M., Faucet-Marquis V., Peraica M., Manderville 
R., Pfohl-Leszkowicz A (2010). Synergystic effect of citrinin, fumonisin and ochratoxin a on 
cell viability and genotoxicity: role in human nephropathy and urothelial tract tumours. VI 
Latinamerican congress of mycotoxicology and II International symposium on fungal and 
algal toxins in industry, June 27- July 1st 2010 Merida-Yucatan, Mexique. 
 
2. Tozlovanu M, Hadjeba-Medjdoub K, Joannis-Cassan C, Ballet N, and Pfohl-Leszkowicz A. 
Development of a method allowing screening of mycotoxin adsorption. International 
mycotoxin conference “Global Mycotoxin Reduction Strategies: Research Advances in 
Asia and the Pacific Rim”, 1-4 decembre 2010 Pennang, Malaysie. 
 
3. Hadjeba-Medjdoub K, Schrickx J, Ballet N, Fink-Gremmels J, Pfohl-Leszkowicz A. Impact of 
adjunction of yeast cell walls or live yeast in feed to decrease ochratoxin A genotoxicity in 
poultry. International mycotoxin conference “Global Mycotoxin Reduction Strategies: 
Research Advances in Asia and the Pacific Rim”, 1-4 decembre 2010 Pennang, Malaysie. 
 
4. Tozlovanu M, Hadjeba-Medjdoub K, Peraica M, Stefanovic V, Manderville RA  &   Pfohl-
Leszkowicz A. Evaluation of the Daily Intake of Carcinogenic Mycotoxins- Molecular evidence 
of synergystic effects, 4th International symposium mycotoxins: Challenges and 
Perspectives, 24 Mai 2011, Ghent, Belgique. 
 
5. Hadjeba-Medjdoub K, Tozlovanu M, Schrickx J, Ballet N, Fink-Gremmels J, Pfohl-
Leszkowicz A. Ochratoxin A genotoxicity reduction in kidney and liver of poultry fed OTA 
contaminated feed supplemented by yeast. International conference ‘Power of fungi 2011’, 
Oct 2011, Primosten, Croatia. 
 
6. Hadjeba-Medjdoub K, Faucet-Marquis,  Tozlovanu M, Peraica M, Manderville, RA, Pfohl-
Leszkowicz A. Synergystic effect of three nephrotoxic and carcinogenic mycotoxins (citrinine, 
fumonisine, ochratoxin A) on human kidney cells viability and genotoxicity. International 
conference ‘Power of fungi 2011’, Oct 2011, Primosten, Croatia. 
 
7. Hadjeba-Medjdoub K, Schrickx J, Ballet N, Fink-Gremmels J, Pfohl-Leszkowicz A. 
Detoxification efficiency of yeast by products added to poultry feed to decrease ochratoxin A 
genotoxicity in liver and in kidney, ISM 2011 Conference “Strategies to reduce the impact of 
mycotoxins in Latin America in a global context "  15-18 Nov 2011, Mendoza, Argentine. 
 
 
AUTRES PRESENTATIONS ORALES 
 
1. Hadjeba-Medjdoub K, (2008). Etude moléculaire de l’effet d’une multi-contamination par 
l’OTA, FB1 et CIT sur le développement de cancer des voies urinaires. Séminaire du 
laboratoire de génie chimique. 17 juillet 2008, l’ENSAT, Auzeville Tolosane. 
 
2. Hadjeba-Medjdoub K, (2010) Etude de l’effet d’une multi-contamination par les 
mycotoxines sur la baisse de fertilité chez les animaux de compagnie. Séminaire du 







POSTERS PRESENTES A DES CONGRES INTERNATIONAUX 
 
1. Hadjeba-Medjdoub K, Tozlovanu-Fergane M, Peraica M, Manderville R & Pfohl-Leszkowicz 
A (2009). Molecular evidence of synergistic effect of citrinine, fumonisin & ochratoxin A, 
nephrotoxic mycotoxins. Symposium Aliment Santé (SAS 2009), Toulouse 21-22 janvier 
2009. 
 
2. Mariana Tozlovanu, Virginie Faucet-Marquis, Kheira Hadjeba-Medjdoub, Maja Peraica, 
Richard Manderville, Annie Pfohl-leszkowicz (2009)  New molecular and field evidence for the 
implication of mycotoxins in nephrotoxicity and urinary tract tumours. Gordon conference 
‘mycotoxin & phycotoxin’, Colby, USA 21-25 june, 2009. 
 
3. K.Hadjeba-Medjdoub , M. Tozlovanu-Fergane , V. Faucet-Marquis , M. Peraica, R. 
Manderville , A. Pfohl-Leszkowicz A (2009) molecular evidence of synergystic effect of 
citrinin, fumonisin and ochratoxin a: role in human nephropathy and urothelial tract tumours. Xth  
international conference on environmental mutagens firenze, italy - august 20-25, 2009 
Florence, Italie. 
 
4. Hadjeba-Medjdoub K, Faucet-Marquis V, Joannis-Cassan C, Ballet N, Pfohl-Leszkowicz A 
(2009) Analysis of the factors influencing mycotoxin adsorption on yeast/development of a 
method allowing screening.  International Society for Mycotoxin, ISM 2009,Worldwide 
mycotoxin reduction in food and feed, Tulln, Autriche, 9-11 septembre 2009. 
 
5. Hadjeba-Medjdoub K, Tozlovanu-Fergane M, Polisenska I, Pfohl-leszkowicz A (2009) 
Occurrence of mycotoxins in domestic (cat) petfood: correlation with reduced fertility and 
stillbirth. International Society for Mycotoxin, ISM 2009,Worldwide mycotoxin reduction 
in food and feed, Tulln, Autriche, 9-11 septembre 2009. 
 
6. Polisenska I, Pfohl-Leszkowicz A,  Dohnal V, Hadjeba-Medjdoub K, Jirsa O, Jezkova A 
(2009) Occurrence of ochratoxin A and citrinin in cereals from Czech republic /Comparison of 
HPLC and elisa methods. International Society for Mycotoxin, ISM 2009,Worldwide 
mycotoxin reduction in food and feed, Tulln, Autriche, 9-11 septembre 2009. 
 
7. Hadjeba-Medjdoub K, Tozlovanu M, Joannis-Cassan C, Roussos S, Ballet N & Pfohl-
Leszkowicz A (2010). Development of a method allowing screening of mycotoxin adsorption on 
yeast by products. 4th International congress on Bioprocess in food industries, 5-9 Octobre 
2010 Curitiba, Brésil. 
 
8. Tozlovanu M, Hadjeba-Medjdoub K, Peraica M, Stefanovic V, Manderville R & Pfohl-
Leszkowicz A (2010) Daily Intake of Carcinogenic and Reprotoxic Mycotoxins- Molecular 
evidence of synergystic effects. 6th Conference The World Mycotoxin forum, 8-10 novembre 
2010, Noordwijkerhout, The Netherlands. 
 
9. Hadjeba-Medjdoub K, Tozlovanu M, Joannis-Cassan C, Ballet N, J Schricx, Fink-Gremmels J  
& Pfohl-Leszkowicz A (2010). Comparison of the capacities of several yeast products to adsorb 
ochratoxin A-Relation with decrease of OTA genotoxicity. 6th Conference The World 
Mycotoxin forum, 8-10 novembre 2010, Noordwijkerhout, The Netherlands. 
 
10. Kheira Hadjeba-Medjdoub, Mariana Tozlovanu, Jan Schrickx, Nathalie Ballet, Johanna Fink-
Gremmels, Annie Pfohl-Leszkowicz. Adjunction of yeast cell walls or live yeast in feed of 





11. Mariana Tozlovanu, Kheira Hadjeba-Medjdoub, Maja Peraica, Vladisav Stefanovic, Richard 
Manderville &   Annie Pfohl-Leszkowicz. Evaluation of the Daily Intake of Carcinogenic 
Mycotoxins- Molecular evidence of synergystic effects. Mycored Africa, 1-4 April 2011, Cape 
town, South Africa. 
 
12. Kheira Hadjeba-Medjdoub, Mariana Tozlovanua, Jan Schrickx, Nathalie Ballet, Johanna Fink-
Gremmels, Annie Pfohl-Leszkowicz. Decrease of ochratoxin A genotoxicity in poultry by 
addition of yeast by products in feed. 4th International symposium mycotoxins: Challenges 
and Perspectives, 24 Mai 2011, Ghent, Belgique. 
 
13. Kheira Hadjeba-Medjdoub, Jan Schrickx, Nathalie Ballet, Johana Fink-Gremmels, Annie 
Pfohl-Leszkowicz. Adjunction of yeast cell walls or live yeast decrease ochratoxin A 
genotoxicity in poultry. 33rd Mycotoxin workshop 2011,30 Mai-1er Juin 2011, Freising, 
Allemagne. 
 
14. Hadjeba-Medjdoub K,  Faucet-Marquis V, Tozlovanu M, Peraica M, Manderville RA, Pfohl-
Leszkowicz A.  Evaluation of simultaneous presence of three nephrotoxic and carcinogenic 
mycotoxins(citrinin, fumonisin,ochratoxin) on human kidney cells viability and genotoxicity 
International  toxicology of mixture 21-23 October Arlington, USA. 
 
15. Hadjeba-Medjdoub K, Tozlovanu M, Schrickx J, Ballet N, Fink-Gremmels J, Pfohl-
Leszkowicz A. Adjunction of yeast cell walls or live yeast in feed of poultry decrease ochratoxin 
A genotoxicity ISM 2011 Conference “Strategies to reduce the impact of mycotoxins in 
Latin America in a global context "  15-18 Nov 2011, Mendoza, Argentine. 
 
 
AUTRES POSTERS  
 
1. K.Hadjeba-Medjdoub, M. Tozlovanu-Fergane, M, Peraica M, Manderville R & Pfohl-
Leszkowicz . Etude des effets synergiques de multi-contamination en mycotoxines 
(ochratoxine A, zéaralénone, fumonisine, citrinine (2011). Journée « Mycotoxines » 18 
janvier 2011, l’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse.   
 
2. K.Hadjeba-Medjdoub, J.Schrickx, N. Ballet, J. Fink-Gremmels et A.Pfohl-Leszkowicz. 
Dminution de l’effet génotoxique de l’ochratoxine A par adjonction de dérivés de levures dans 
la nourriture des volailles (2011). Journée « Mycotoxines » 18 janvier 2011, l’Ecole 
Nationale Vétérinaire de Toulouse.   
 
3. K.Hadjeba-Medjdoub, M. Tozlovanu-Fergane, I. Polisenska,  V. Dohnal, A. Pfohl-
Leszkowicz1. Reduced fertility and stillbirth in domestic animals (cat) related to mycotoxins 





















 Lors de la croissance des végétaux et de leur stockage, les aliments peuvent être un substrat 
pour le développment de moisissures, qui souvent sous certaines conditions d’humidité peuvent 
produire des mycotoxines. Les mycotoxines sont des métabolites secondaires produits par une grande 
variété de moisissures principalement les genres Fusarium spp, Aspergillus spp ou Penicillium spp, se 
développant sur différents types d’aliments bruts (céréales, oléoprotéagineux, fruits, noix, amandes, 
grains, fourrages) et dans des situations écologiques très diverses. Du fait de leur transfert dans la 
chaîne alimentaire végétale et animale, elles se retrouvent dans l’alimentation humaine.  
De plus, les mycotoxines sont des composés très stables durant le stockage mais également au 
cours des traitements de transformation. Elles sont thermostables et ne sont pas détruites par les 
procédés technologiques de préparation des aliments comme la cuisson et la stérilisation. Les 
mycotoxines restent donc présentes dans l’aliment « fini », même après la disparition des moisissures 
(CAST, 2003). Elles sont retrouvées dans les céréales de petit déjeuner (Molinié et al., 2005 ; Ibáñez-
Vea et al., 2011) dans les pâtes (Raiola et al., 2012), dans le café (Tozlovanu & Pfohl-Leszkowicz, 
2010). L’ochratoxine A (OTA) est retrouvée dans une large gamme de produits alimentaires (céréales, 
vin, café, cacao, épices, fruits secs) (Ozden et al., 2012; Battacone et al., 2010). 
De part leur grande stabilité thermique, les mycotoxines constituent un danger pour la santé de 
l’Homme et des animaux. Elles constituent un groupe de substances toxiques présentant notamment 
des activités mutagènes, cancérogènes, tératogènes, immunotoxinogènes, et de perturbateurs 
endocriniens. Elles affectent les animaux d’élevage consommant les aliments bruts contaminés. Leur 
capacité à se lier aux protéines plasmatiques et leur lipophilie en font des toxiques capables de 
persister dans l’organisme.  
Des similitudes ont été observées entre  la néphropathie procines et avaires en Bulgarie et la 
néphropathie endémique des Blakans (Stoev, 2008 ; Stoev et al., 2010). Certaines mycotoxines 
comme l’OTA et la FB1 semblent être impliquées  (Stoev et al., 2011). 
  
La zéaralénone (ZEA) se trouve aussi fréquemment dans de nombreux produits alimentaires et 
perturbe la reproduction  des porcs entre autre. La ZEA et ses métabolites peuvent agir en tant que 
perturbateurs endocriniens en altérant la production d'hormones (Frizell et al., 2011). La ZEA et ses 
dérivés modifient plusieurs paramètres de la réponse cellulaire humorale et  immunitaire chez le porc 
(Marin et al., 2011). 
 
Ces mycotoxines se retrouvent assez souvent en co-contamination et provoquent de graves 
problèmes de santé publique et économique. La présence simultanée de FB1 et d’AFB1 conduit à une 
augmentation du cancer hépatique dû au fait de l’effet promoteur de la FB1, vis-à-vis de l’effet 
initiateur de l’AFB1 ainsi qu’au fait que la FB1 par son action d’initiateur rend les cellules hépatiques 
plus sensibles (Gelderblom et al., 2008). 
 
Les mycotoxines, et en particulier celles qui sont cancérogènes, devraient être exclues des  
aliments. La législation sur les mycotoxines se met progressivement en place, mais tous les  pays n’en 
sont pas au même stade, car la fixation de doses maximales et la mise en place d’une législation 
dépendent de plusieurs facteurs à la fois scientifiques et socio-économiques. Dans l’Union 
Européenne, le règlement 2006/1881/CE fixe des teneurs maximales pour certaines mycotoxines dans 
les denrées alimentaires pour l’alimentation humaine. En ce qui concerne les aliments pour animaux, 
la directive 2002/32/CE modifiée fixe des teneurs maximales uniquement pour l’aflatoxine B1. Pour 
les autres mycotoxines, des teneurs maximales sont simplement recommandées mais pas encore 
imposées. Aucune législation ne prend en compte le risque de co-contaminations. 
 
La mise en place de mesures de prévention (bonnes pratiques agricoles incluant le choix des 
variétés, suivi tout au long de la chaîne alimentaire …), peut parfois se révéler insuffisante, d’où le 
besoin de trouver des moyens de désactivation après les traitements technologiques. Différentes 






Si les effets de certaines substances adsorbantes sont bien documentés in vitro, leur efficacité 
in vivo en tant qu’additif alimentaire n’est pas toujours aussi claire. Plusieurs explications peuvent être 
avancées. Le faible nombre d’études et leur disparité (composition des additifs et teneur en principe 
actif, durée d’administration, paramètre mesuré…) peut expliquer les discordances concernant 
l’efficacité des additifs adsorbants. Par ailleurs, depuis la fabrication de l’aliment jusqu’à leur 
absorption intestinale, les additifs sont soumis à une myriade d'événements qui peuvent réduire leur 
activité. Des études pharmacocinétiques sont également nécessaires pour connaître le devenir de ces 
additifs dans l’organisme, et ainsi comprendre leurs effets. 
 
La décontamination biologique des mycotoxines en utilisant des micro-organismes est l'une 
des stratégies bien connues pour la gestion des mycotoxines dans les denrées alimentaires et aliments 
pour animaux.  
L’intérêt se porte actuellement vers l’utilisation de levures (Saccharomyces cerevisiae) et de 
produits dérivés comme les constituants de leur paroi. Contrairement aux argiles, les constituants de 
levures présentent l’avantage d’être biodégradables et les taux d’incorporation proposés pour 
l’alimentation sont moindres. Par exemple il a été montré que l’ajout d’extraits de parois de levures 
(YCW) de Saccharomyces cerevisiae réduit l'absorption d'AFB1 et augmente l'élimination de l'AFB1 et 
l’AFM1 dans les fèces de brebis (Firmin et al., 2011). 
Cependant aucune de ces approches n’est universelle et ne peut garantir l’élimination totale de 
toutes les mycotoxines.  
Les équipes de recherche travaillant dans le domaine de la décontamination des mycotoxines 
sont convaincus que la combinaison d’agents adsorbants et de méthode de biotransformation des 
mycotoxines permettrait de garantir un traitement plus efficace contre les mycotoxines dans les 
aliments contaminés (Schatzmayr et al., 2003 ; 2004 ; 2008). 
 
Étant donné que certaines mycotoxines sont connues pour produire des dommages 
membranaires suite à une augmentation de la peroxydation lipidique, les propriétés protectrices des 
antioxydants, ont été envisagées.  
Le sélénium (Se), oligo-élément essentiel, est un constituant des sélénoprotéines qui 
interviennent dans de nombreux processus physiologiques. Parmi celles-ci, la glutathion peroxydase 
(GSH-Px) joue un rôle fondamental dans la protection des cellules contre les agents oxydants, lesquels 
endommagent irréversiblement l’intégrité des membranes cellulaires (Blood et al., 1979). L'intérêt du 
glutathion, et du sélénium a été étudié au cours de cette thèse. 
 
Le but de cette thèse était dans un premier temps, faire un état de lieux de co-contamination 
dans l’alimentation humaine et animale. Par la suite, notre travail a porté sur l’étude des effets 
toxiques de la multi-contamination in vitro et in vivo. Dans un second temps, nous avons testé la 
désactivation de deux mycotoxines (OTA et ZEA) par les levures enrichies en glutathion (GSH) ou en 
sélénométhionine (SeMet).  
 
Dans ce manuscrit, le premier volet est consacré à la revue bibliographique subdivisée en 4 
parties  portant (i) sur les mycotoxines, (ii) le devenir des substances toxiques (iii) la relation avec le 
développement de cancer (iv) les levures et les antioxydants.  
Le deuxième volet  présente l’approche expérimentale utilisée.  
Le troisème volet est consacré aux résultats, partie subdivisée en (i) étude des cocontaminations dans 
divers produits alimentaires (ii) étude du mécanisme d’action des mycotoxines en culture cellulaire et 
sur des animaux (iii) Désactivation de l’OTA et la ZEA par des levures et produits de levures enrichies 
en GSH & SeMet. 
 
Dans la conclusion, nous mettrons en avant que l’ensemble de cette thèse a permis d’apporter 
des arguments sur le risque de la multi-contamination en mycotoxines et les moyens de détoxification 
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1. Généralités sur les mycotoxines  
 
Les mycotoxines sont des métabolites secondaires produits par les moisissures. Ce sont des 
molécules de faible poids moléculaire (PM<1000 Da), d'origines chimiques diverses (dérivés d'acides 
aminés, des polyacétoacides, des acides gras ou des terpènes) (Betina, 1994). Une vingtaine sont 
présentes dans les aliments en quantité suffisante pour affecter la santé de l'homme et des animaux 
(JEFCA, 1999 ; Pfohl-Leszkowicz, 1999).  
On peut aussi classer les mycotoxines plus simplement selon leurs principaux effets toxiques. 
Les plus importantes du point de vue agro-alimentaire et sanitaire sont les aflatoxines, les 
ochratoxines, la patuline, les fumonisines, la zéaralènone et les trichothécènes. 
Elles sont présentes dans de nombreux produits de l’alimentation humaine et animale. En 
fonction du type de toxine et de la dose ingérée (Peraica, 1999; Castegnaro & Pfohl-Leszkowicz, 
2002), les effets biologiques sont à l’origine de dommages au niveau du foie, du rein, du cerveau. Les 
mycotoxines peuvent être  mutagènes, tératogènes, cancérogènes et immunotoxiques.  
Elles ne sont que peu, ou pas, dégradées au cours des procédés de transformation des aliments 
(cuisson, fermentation, torréfaction..). Elles sont par conséquent retrouvées dans les produits dérivés 
finis. 
2. L'ochratoxine A (OTA) 
2.1 Origine et structure de l'OTA 
 
L’ochratoxine A est constituée d’une molécule de 3-méthyl-5-chloro-8-hydroxy-3,4 dihydro 
isocoumarine liée par une liaison peptidique, au niveau de son groupement carboxyle en C7, au 
groupement amine de la L-β-phénylalanine. Il existe d’autres ochratoxines comme l’ochratoxine B 
(OTB) qui est le dérivé non chloré de l’OTA, l’ochratoxine C (OTC) qui est l’ester éthylique et 
l’ochratoxine α (OTα) qui est le dérivé isocoumarique obtenu à la suite de l’hydrolyse de la liaison 
peptidique avec élimination de la phénylalanine. Leurs structures sont représentées dans la figure 1.  
 
Figure 1: Structure des ochratoxines A, B et C 
 
2.2 Exposition de l’homme  
 
L'OTA a d'abord été détectée comme contaminant naturel du maïs. Elle contamine toutes les 
céréales (notamment  le blé, l'orge...) et certaines graines (riz, haricots, café, soja, cacao...). On note sa 
présence dans les produits dérivés des céréales comme la farine, le pain, les pâtes, la bière (Pfohl-
Leszkowicz, 1999). On la retrouve également dans le vin et les jus de raisin mais aussi dans les 
produits d’origine animlale tels que la viande et le lait (Breitholtz-Emanuelson et al., 1993 ; Pattono et 
al., 2011). Les concentrations en OTA retrouvées dans les aliments varient de quelques ng/kg jusqu’à 
plusieurs dizaines de mg/kg. 
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 Dans les pays africains comme la côte d’ivoire, la Guinée, le Nigeria ou le Cameroun, la 
poudre de cacao est contaminée par des mycotoxines suite au développement d’Aspergillii, des 
concentrations d’OTA supérieures à 4mg/kg de poudre de cacao ont été mesurées. A.ochraceus et 
A.niger sont retrouvés dans plus de la moitié des échantillons (Aroyeun & Adegoke, 2007). La 
contamination du café, du vin, du maïs fermenté est également importante dans les pays africains 
(Wagacha & Muthomi, 2008).  
L’OTA s’accumule dans la viande suite à l’exposition des animaux via l’alimentation. Jørgensen 
(1998) rapporte la présence d’OTA dans les muscles de porc et de volaille, ainsi que dans les abats. De 
même, elle a été mise en évidence dans le sang et les tissus d’animaux d’élevage, où elle s’accumule 
au niveau rénal et hépatique (Gareis, 1996 ; Hult et al., 1980 ; Hult et al., 1984 ; Curtui et al., 2001). 
L’OTA peut également être retrouvée dans les volailles (Elling et al., 1975 ; Micco et al., 1987 ; Bauer 
et al.,1988).  
L’OTA a été retrouvée dans des aliments pour bébés à base de céréales (Araguas et al., 2005). L’OTA 
peut être transférée dans le lait, contribuant à l’exposition des petits au cours de l’allaitement 
(Ferrufino-Guardia et al., 2000). L’OTA a été retrouvée dans du lait de vache (Breitholz-
Emmanuelsson et al., 1993) mais également dans le lait humain (Micco et al., 1991, 1995 ; Breitholtz-
Emanuelsson et al.,1993 ; Zimmerli & Dick, 1995 ; Miraglia et al.,1995 ;  Skaug et al.,1998) . Une 
étude au Sierra Leone a montré que 35% du lait maternel était contaminé. Dans 22% des échantillons, 
il y avait aussi présence d’aflatoxine B1. Des traces d'OTA dans le lait humain (0,017-0,030 ng/ml) ont 
été mesurées dans 4/36 échantillons (Gareis et al., 1988). En revanche, Rosner et al. (2000) n'ont pas 
détecté d’OTA dans 27 échantillons de lait maternel analysés (<0,06 ng/ml). Une étude norvégienne 
montrant la présence d’OTA dans le lait humain a établit une corrélation positive entre une 
consommation élevée de pâté de foie et de gâteau et la détection d'OTA dans le lait. Dans cette étude, 
17/80 échantillons contenaient de l’OTA dans une gamme de 0,01 à 0,182 ng/ml (Pfohl-Leszkowicz & 
Manderville, 2007). En Suède, 23/40 échantillons de lait humain contiennent de l’OTA à des 
concentrations de 0,01 à 0,04 ng/ml d'OTA. En Hongrie, 38/92 des échantillons de lait humains sont 
contaminés par l'OTA dans la gamme de 0,2-7,3 ng/ml. Les concentrations d'OTA dans le lait 
maternel d'Italie sont les plus élevées: 9/50 et 22/211 échantillons atteignent les concentrations de 1,7 
à 6,6 et de 0,1 à 12 ng/ml, respectivement. Les concentrations d’OTA dans le lait maternel de trois 
mères italiennes sur 1 semaine ont été comparées avec l'OTA dans différents aliments. Le lait 
contenait de l'OTA à des taux de 0,08 à 0,54 ng/l, bien que les concentrations d'OTA dans les aliments 
soient assez faibles (0,03 à 1 µg/kg) (Pfohl-Leszkowicz et Manderville, 2007). En Australie, 2 /100 
des échantillons de lait contenaient de l’OTA (3 à 3,6 ng/ml). L’OTA est détectée dans le lait humain 
en provenance du Brésil 2/50 échantillons à des concentrations allant de 0,01 et 0,2 ng/ml. Postupolski 
et Karlowski (1998) ont trouvé de l’OTA dans le lait maternel de femmes polonaises à des niveaux 
similaires à ceux trouvés dans des échantillons de lait en provenance d'Allemagne, de Suède et de 
Suisse.  
 
Les moisissures produisant l’OTA, peuvent également produire d’autres toxines ou cohabiter 
avec d’autres moisissures produisant des toxines différentes comme la citrinine (CIT) produite par des 
Penicillia ou des aflatoxines produites par Aspergillus flavus. La présence simultanée de CIT et 
d’OTA se produit assez fréquemment dans les céréales lors du stockage aussi bien dans les pays des 
Balkans qu’en France (Pfohl-Leszkowicz & Manderville 2007 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2008a). Ces 
toxines peuvent être associées dans les mêmes aliments à de l’aflatoxine et/ou de la fumonisine 
(Molinié et al., 2005).  
  L’OTA est également retrouvée au terme des procédés de transformations nécessitant le 
passage de la matière première à des températures élevées comme la torréfaction (250°C pendant 150 
secondes). Cette étape de torréfaction ne permet de réduire que légèrement le taux d’OTA dans le café 
torréfié. L’OTA est par la suite retrouvée dans le breuvage (Studer-Rohr et al., 1995, Tozlovanu & 
Pfohl-Leszkowicz, 2010). L’OTA est également retrouvée dans le café soluble (MAFF, 1996 ; 
Lombaert et al., 2002).  
La contamination par l’OTA des animaux et des humains s’effectue lors de la consommation 
des aliments, mais peut aussi survenir lors de l’inhalation (pour une revue voir Pfohl-Leszkowicz  & 
Manderville  2007 ; Iavicoli et al., 2002 ; Wang et al., 2008). L’analyse de poussières dans des 
conduites de chauffage de maison, a été ainsi réalisée, les animaux domestiques y présentaient des 
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signes d’intoxication semblables à ceux de l’OTA. Des taux allant jusqu’à 1500 ppb ont été mesurés 
(Richard et al., 1999). Une étude a montré des résultats similaires pour des poussières prélevées dans 
des fermes (Skaug et al., 2001). Ceci se traduit par la présence d’OTA dans le sang de travailleurs 
agricoles (Degen  et al., 1997).  
En Europe, la part respective estimée de plusieurs denrées (blé, maïs, avoine, sorgho, seigle, 
orge, riz, café vert, café torréfié, bière, vin, cacao et dérivés, fruits secs, viande, épices) dans 
l’exposition de l’homme à l’OTA a été étudiée à partir des résultats obtenus de 13 états membres. Les 
céréales constituent la source principale de la consommation d’OTA (50%). Le vin et le café 
constituent une source non négligeable d’apport d’OTA avec 13 et 10 % respectivement. Elle est 
retrouvée dans les épices (8%), la bière (5%), cacao (4%), fruits secs (3%) et la viande (1%) (D’après 
SCOOP Task 3.2.7, European 2002b). 
En France, le conseil supérieur d’hygiène publique (CSHPF) a réalisé en 1999, à partir d’analyses 
faites par l’observatoire des consommations alimentaires, une évaluation de la part respective de huit 
produits alimentaires (riz, blé, maïs, abats de porc, foie de volaille, charcuterie,  viande de porc, 
boudin noir) dans la consommation moyenne de l’OTA par l’ensemble de la population française.  Le 
blé constitue la source principale de contamination par l’OTA (73%), suivi par le maïs (21%). Dans la 
charcuterie, le riz et la viande de porc, elle représente respectivement 3%, 2% et 1% de la 
consommation moyenne d’OTA (en ng/jour x kg poids corporel) dans l’ensemble de la population 
(d’après Verger, 1999). 
 
2.3 Toxicocinétique  
 
Une fois ingérée, l’OTA est partiellement absorbée par la diffusion passive de la forme non 
ionisée à travers la paroi de l’estomac.  Néanmoins, le site principal d’absorption se situe au niveau de 
l’intestin partiellement par diffusion passive mais surtout via des transporteurs (pour une revue voir 
Ringot et al., 2006 ; Pfohl-Leszlowicz & Manderville, 2007). L’OTA a une très grande affinité pour 
certaines protéines plasmatiques (albumine), elle est fixée à 90 % sur deux sites (sous-unités IIA et IIB 
de l’albumine sérique) (Hagelberg et al., 1989 ; ll’ichev et al., 2002 ; Dai et al., 2004). Cette fixation 
retarde donc le transport de l’OTA vers les différents organes et augmente sa demi-vie et par 
conséquent contribuerait au développement des effets toxiques chroniques de cette toxine.  
L’OTA est éliminée par toutes les voies d’excrétion (urinaire, biliaire et le lait). Une partie de 
l’OTA qui se retrouve dans la bile peut être réabsorbée au niveau de l’intestin (cycle entéro-
hépatique). Trente à quarante pourcents sont éliminés par voie urinaire (StØren et al., 1982).Une partie 
de l’OTA, excrétée dans l’urine, est réabsorbée au niveau des tubules rénaux ce qui conduit à son 
accumulation dans les cellules rénales et éventuellement à son retour dans la circulation sanguine. 
Tous ces phénomènes expliquent sa longue persistance dans l’organisme. La demi-vie calculée chez 
l’Humain est de 35 jours (Schlatter et al., 1996 ; Studer-Rohr,  2000).  Des études récentes ont montré 
qu’il y avait une différence dans la toxicocinétique chez le rat en fonction du sexe de l’animal, de sa 
maturité et le fait que l’exposition à l’OTA survienne après une période de jeûne (Vettorazzi et al., 
2009 ; 2010 ; 2011). 
Sur la figure 2 est schématisée la métabolisation de l'OTA. L’étude de la relation entre génotoxicité et 
métabolisation de l’OTA a fait l’objet de plusieurs thèses au laboratoire (Grosse, 1997;  Azémar,  
2000 ;  Faucet-Marquis, 2005 ; Canadas, 2006 ;  Tozlovanu, 2008)  
L’OTA est métabolisée en une vingtaine de métabolites (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 
2007; Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2008). Les plus connus sont trois composés hydroxylés [4 
(S) OH-OTA; 4 (R) OH-OTA; 10 OH-OTA] générés par l’action de cytochromes P450 et l’OTα  
généré quant à lui, par l’action de la carboxypeptidase (figure 2). 
Les peroxydases telles que les cyclooxygénases, lipooxygénases et glutathion peroxydases  
interviennent dans la métabolisation de l’OTA. Les peroxydases sont notamment impliquées dans la 
formation dans l’organisme de l’ochratoxine B (OTB) analogue déchloré de l’OTA (Pfohl-Leszkowicz 
& Manderville, 2007 ; Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2008). Les métabolites hydroxylés et l’OTα  
sont moins toxiques que l’OTA (Faucet, 2005 ;  Faucet et al.,2006). Les études de corrélation 
« structure-activité » ont montré que, le groupement carboxylique de la phényalanine, l’atome de 
chlore en C5 et l’hydroxyle en C8  (Malaveille et al.,1991 ; 1994) favorisent la toxicité de l’OTA.  




1 : Peroxydases / 2 et 3 : Cytochrome P 450 / 4 : Cytochrome P 450 et Peroxydases/ 5 : Carboxypeptidases A / 6 : 
Cytochrome P450 et Peroxydases et conjugaison / 7 : Peroxydases et conjugaison 
 
Figure 2: Métabolisation de l’OTA (adapté de  Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2006 ; Pfohl-Leszkowicz & 
Manderville, 2012) 
 
Le dérivé benzoquinone (OTQ) (figure 3) formé par déchloration oxydative de la partie 
parachlorophénol de l’OTA est corrélée à l’activité génotoxique de l’OTA. Par analogie à la 
métabolisation du pentachloraphénol, l’OTQ  peut conduire à l’adduit à l’ADN, appelé  benzetheno 
dG-OTA (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007 ; Pfohl-Leszkowicz &Manderville, 2012). 
 
Figure 3 : Voies connues de métabolisation de l’OTA conduisant aux adduits sur la guanine (d’après Pfohl-
leszkowicz & Manderville, 2012) 
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Comme le montre la figure 4, le cycle d’oxydoréduction des formes quinones de l’OTA 
(OTQ/OTHQ) passe par la génération des deux espèces radicalaires, le radical phénoxy-OTA 
semiquinone et l’anion superoxyde, impliqués dans le stress oxydant observé lors d’intoxication par 
l’OTA (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007). Le radical hydroxyle est également formé lors de la 
déhalogénation réductive de l’OTA en OTB, en passant par un intermédiaire radicalaire carbone centré 
(OTB.) (figure 4). L’OTB réagit ensuite avec  la guanine de l’ADN, pour donner un deuxième adduit  
à l’ADN, le C-C8 dG OTA. Ce dernier a récemment été identifié in vivo dans des échantillons par 
HPLC/MS/MS (Pfohl-Leszkowicz et al., 2009 ; Mantle et al., 2010). Le radical phenoxy-OTA (figure 
4) conduit à un troisième adduit à l’ADN (O-C8dG OTA), qui a été observé dans le rein de rat (Faucet 
et al., 2004). Ce phenoxyradical peut régénérer de l’OTA avec production simultanée d’anion 
superoxyde, lors de la formation de GSSG à partir du radical GS.. Le stress oxydant observé suite à 
une exposition à l’OTA, est clairement la conséquence de la métabolisation de l’OTA en différents 
dérivés radicalaires (Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2008; Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 
2012).  Ces dérivés issus du cycle redox des formes quinones de l’OTA et/ou la mise en évidence du 
stress oxydant engendré par cette métabolisatoion constituent une voie d’identification de biomarqueur 
d’effet précoce. 
 
Figure 4 : Cycle d’oxydoréduction des formes quinones de l’OTA 
 
Les métabolites (OTHQ, OTB, OTQ), ont été détectés, isolés et identifiés par MS/MS à  partir 
de fluides biologiques (sang ; urines ; lait) d’animaux ou d’individus exposés à l’OTA (Manderville & 
Pfohl-Leszkowicz, 2008 ; Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007; Pfohl-Leszkowicz, 2009). Ces 
métabolites sont particulièrement intéressants car ils sont corrélés à la formation des adduits à l’ADN. 
Comme les métabolites, les adduits à l’ADN et le stress oxydant apparaissent avant les manifestations 
cliniques dues à la mycotoxine ; ainsi  leur détection peut de ce fait constituer un diagnostic précoce 
(Pfohl-Leszkowicz, 2008; Pfohl-Leszkowicz, 2009). 
 
2.4 Effets toxiques   
 
Les effets toxiques sont en fait la résultante de liaisons covalentes d’un ou de plusieurs 
métabolites de l’OTA sur la molécule d’ADN et d’un stress oxydatif lors de la métabolisation 
(Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2008 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2002). 
 
2.4.1  Néphrotoxicité 
 
L’OTA est potentiellement néphrotoxique chez toutes les espèces testées à l’exception de 
ruminants adultes. L’OTA semble jouer un rôle majeur dans l’étiologie de la néphropathie porcine, 
même si la citrinine est peut-être également impliquée (Krogh et al., 1974). 
Dès 1972, Krogh (Krogh et al., 1972) a montré des similitudes entre la néphropathie porcine et 
la Néphropathie Endémique des Balkans (BEN) et propose l’OTA comme l’un des agents qui pourrait 
jouer un rôle dans l’étiologie de cette maladie. La BEN est une néphropathie caractérisée par une 
tubulonéphrite interstitielle avec enzymurie. L’évolution de la pathologie est lente et souvent 
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asymptomatique. A long terme, elle conduit à une atrophie rénale sévère voire à des tumeurs du tractus 
urinaire chez l’homme (Chernozemsky et al., 1977, Markovic et al., 1985).  
Des études épidémiologiques mettent en avant le lien entre la présence d’OTA dans la 
nourriture et l’incidence de la BEN (Petkova-Bocharova et al., 1988 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2002) 
(Pour une revue voir Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007). 
L’OTA est en synergie avec d’autres mycotoxines, le principal agent causal de la 
néphropathie endémique des Balkans et à l’origine, de l’incidence élevée de tumeurs du tractus 
urinaire (Pfohl-Leszkowicz et al., 2002a ; Pfohl-Leszkowicz & Manderville 2007 ; Pfohl-
Leszkowicz, 2009). Ces néphropathies ne sont pas limitées aux Balkans. Dans d’autres parties du 
monde (Afrique, Asie, Canada), les effets toxiques dus à l'OTA sont aussi très élevés (Kuiper-
Goodman et al., 2010). Les premiers signes cliniques de la BEN apparaissent sans qu’il y ait eu un 
épisode d’effet toxique aigu, et consiste en une anémie (aplasique ou normochrome) et une très légère 
protéinurie sans hypertension ni œdème. Le taux d’urée et de créatinine augmente lentement et 
régulièrement conduisant à une hypertension en phase finale. Les premiers signes histopathologiques 
sont des phénomènes de dégénérescence, régénération des cellules épithéliales des tubules proximaux 
du rein sans diminution de la taille du rein. Dans la partie interstitielle du cortex s’accumule des 
éosinophiles ainsi que du matériel acellulaire. Il n’y a pas d’inflammation ni de lésion glomérulaire. 
La maladie évolue lentement jusqu’à l’atrophie du rein, une fibrose corticale diffuse sans 
inflammation. Le tubule proximal se nécrose, il y a fibrose corticale et hyalinisation glomérulaire. 
Dans la région des Balkans où sévit cette maladie, une incidence très élevée de tumeurs du tractus 
urinaires est observée. Ces tumeurs sont fréquentes dans le tractus urinaire supérieur (pelvis rénal et 
uretères) (Stefanovic et al., 2006). Les femmes sont plus souvent atteintes de néphrotoxicité, ce sont 
par contre les hommes qui meurent le plus de cancers rénaux. Dans les régions endémiques des 
Balkans plusieurs études de contaminations des aliments (blé, maïs, orge, haricots, pomme de terre, 
fibres) et des nourritures ont été réalisées. Le taux d’OTA est relativement élevé et dans certaines 
études une plus forte incidence et un taux plus élevé d’OTA sont observés dans les régions 
endémiques par rapport à la région non endémique. Plusieurs études ont consisté à suivre le taux 
d’OTA ingéré quotidiennement, le taux d’OTA dans le sang et le taux d’OTA excrété dans l’urine. 
Même si généralement les taux sont plus élevés dans les familles où sévit la BEN, la corrélation entre 
les trois mesures n’est pas parfaite. L’explication a été donnée par les études chez l’animal montrant 
que la forte fixation de l’OTA sur les protéines et dans les tissus modulait la distribution et 
l’élimination (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007; Castegnaro et al., 2006b). Les familles 
affectées par la BEN et les tumeurs associées sont des personnes vivant à la campagne et consommant 
pour la plupart leur propre production. Les conditions de stockage en milieu humide est propice au 
développement des moisissures et production de la toxine. Les animaux (porc et volailles) dans leur 
ferme présentent les mêmes symptômes. Quelques études  faites en Afrique (Tunisie, Egypte) laissent 




Dès 1971 l’hypothèse de la cancérogénicité de l’OTA a été émise. Dans un groupe de 10 rats 
Wistar ayant reçu chacun une dose de 300 µg/kg d’OTA, 5 jours par semaine pendant 50 semaines, un 
animal avait développé un cancer rénal (Purchase et al., 1971). 
Chez des souris ayant reçus une nourriture contaminée par de l’OTA, Kanisawa et Suzuki 
(1975) ont observé non seulement l’apparition de tumeurs rénales, mais également des tumeurs 
hépatiques. Dans deux groupes de souris B6C3F1 (49 mâles et 49 femelles) ayant  été nourris, avec de 
l’OTA, il a été observé des différences d'effets entre mâles et femelles. Les mâles développant de 
carcinomes et adénomes rénaux. Peu de femelles souffraient de néphropathies et aucune n’avait 
développé de carcinome ou d’adénome rénal. Cependant, une augmentation du nombre de néoplasmes 
hépatocellulaires a été observée chez les mâles et les femelles traités. 
L’étude du programme national de toxicologie américain (NTP) sur des rats F344/N mâles et 
femelles, a permis de confirmer le pouvoir cancérogène de l’OTA. Trois doses d’OTA ont été 
administrées à ces rats par voie orale, 210, 70 et 21 µg d’OTA par kg de poids corporel 
quotidiennement pendant deux ans. A la forte dose d’OTA, 72 % des mâles et 16 % des femelles ont 
développé des néoplasmes. A la dose de 70µg d’OTA, l’incidence des néoplasmes est de 39 % pour 
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les mâles et 4 % pour les femelles. A ces 2 doses, l’OTA provoque également des modifications 
rénales non néoplasiques, comme des hyperplasies, des proliférations cellulaires, des altérations 
cytoplasmiques, des karyomégalies au niveau des cellules tubulaires et des dégénérescences de 
l’épithélium tubulaire. 
Une étude effectuée par le Centre Internationale de Recherche sur le Cancer (CIRC), sur deux 
espèces de rats (Lewis et Dark Agouty), a montré une susceptibilité plus importante des rats mâles par 
rapport aux femelles. La différence est beaucoup plus flagrante dans l’espèce Dark Agouty où les 
mâles développent des tumeurs alors que les femelles sont complètement épargnées (Castegnero et al., 
1998 b). Des études concernant le patrimoine génétique des rats a permis de mettre en évidence que la 
différence de susceptibilité était essentiellement liée au CYP 2C, qui est de nature différente chez le 
mâle et la femelle (Pfohl-Leszkowicz et al., 1998). Comme le 2-mercaptoethane sulfonate (MESNA) 
protège les rats contre la néphrotoxicité et la carcinogénicité induite par un stress oxydatif du à une 
augmentation de groupement thiol libre, l’effet protecteur du MESNA sur la carcinogénicité de l’OTA 
a été étudié dans une étude à long terme (Pfohl-Leszkowicz,  et al., 2002). Dans cette étude, il  a été 
montré que le MESNA permet de diminuer significativement les caryomégalies dans le rein de tous 
les animaux traités, mais n’a par contre aucun effet bénéfique pour diminuer l’incidence des 
carcinomes rénaux. Ce résultat indique que les mécanismes de néphrotoxicité sont différents de ceux 
mis en jeu dans le processus de carcinogénicité. Une augmentation significative des tumeurs rénales 
est observée chez les rats male Dark Agouty. Les tumeurs de la vessie quant à elle ont disparu lors du 
traitement par le MESNA laissant supposer qu’elle dépend d’un stress oxydatif. 
Dans une étude récente de carcinogénicité chez des rats Fischer F344 (Mantle et al., 2005), de 
l’OTA à raison100 µg/jour a été administrée via l’alimentation. Aucune tumeur n’a été observée chez 
les témoins. Chez les rats ayant ingérés de l’OTA, les premières tumeurs ont été découvertes après 75 
semaines. Vingt % des rats avaient des carcinomes rénaux et du parenchyme rénal. Il y avait des 
métastases au niveau du mésentère abdominal, parfois aussi au niveau des poumons  (Mantle et al., 
2005). Les glandes mammaires sont vraisemblablement aussi une cible potentielle. En effet une 
augmentation statistique de l’incidence de fibroadénome des glandes mammaires a été observée chez 
les femelles traitées par la plus forte dose d’OTA comparée aux témoins (17/50). L’incidence de 
fibroadénomes multiple est encore plus significative (14/50 animaux traités versus 4/50 témoins). 
Aucune tumeur des glandes mammaires chez le rat mâle n’a été observée (Son et al., 2003).  
En 2002, l’équipe de Schwartz a émis l’hypothèse de l’implication de l’OTA également dans 
les cancers testiculaires (Schwartz, 2001 ; Jennings-Gee et al., 2010). La dégénérescence testiculaire a 
été confirmée récemment chez les rongeurs (Malekinejad  et al., 2011). 
Lors de la dernière évaluation réalisée par le CIRC (IARC 1993), l’OTA a été classée dans le 
groupe 2B : « cancérogène possible pour l’homme ».  
 
2.4.3  Génotoxicité et mutagénicité 
 
L’OTA a été longtemps considérée comme non génotoxique. Néanmoins, une activité 
mutagène par test d’Ames a été mise en évidence par l’équipe de Hennig (1991) après métabolisation 
de l’OTA par des hépatocytes de rat. Ces auteurs ont également constaté une induction d’échanges de 
chromatides sœurs dans des lymphocytes humains cultivés dans un milieu contenant de l’OTA 
métabolisée par ces mêmes hépatocytes.  
De même, une activité mutagénique a aussi été observée chez les souches TA 1535 , 1538 et 
98 exposées à de l’OTA préalablement métabolisée par des fractions microsomales de rein de souris 
en présence de cofacteurs, NADP ou d'acide arachidonique (Obrecht-Pflumio et al., 1999).  
La génotoxicité de l’OTA a été démontrée en utilisant d’autres types de cellules de 
mammifères. Une désorganisation de la synthèse d’ADN a été observée dans des hépatocytes de rats 
ACI et de souris C3H en culture (Mori et al., 1984). Une augmentation faible, mais significative et 
dépendante de la dose, des échanges entre chromatides sœurs a aussi été démontrée après traitement de 
cellules ovariennes de hamster chinois (CHO) par l’OTA (Boorman, 1989). 
Manolova et al. (1990) ont montré la présence d’aberrations chromosomiques sur le 
chromosome X de lymphocytes humains cultivés en présence de 15 nM d’OTA. Ce type d’aberration 
se retrouve chez les patients souffrant de BEN. Des cassures simple brin ont été observées au niveau 
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de l’ADN de rein, de foie et de souris Balb/c ainsi qu’au niveau de l’ADN de rein et de foie de rats 
(Kane et al., 1986 a). Ces dommages à l’ADN apparaissent 24 heures après administration de l’OTA.  
Lebrun et Föllmann (2002) ont montré que l’OTA induisait, de manière dose-dépendante, des 
cassures simple brin de l’ADN de cellules de rein de chien (MDCK). Cet effet est accru lorsque la 
toxine est incubée en présence de microsomes de foie de rat. Cet effet a été confirmé par des études de 
cassure de l’ADN (Simarro et al., 2005). L’OTA induit aussi des micronoyaux (Obrecht-Pflumio et 
al., 2000 ; Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007 et 2012). 
L’OTA est cancérogène par un mécanisme de génotoxicité directe par formation d’adduit 
covalent au niveau du carbone 8 de la guanine (Faucet, et al., 2004 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2009; 
Mantle et al., 2010 ; Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2012). Grâce à la technique de détection des 
adduits au phosphore 32, la relation entre métabolisme et génotoxicité a pu être mis en évidence au 
niveau des reins et autres organes de plusieurs animaux traités par l'OTA (pour des articles de 
synthèses voir Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2005 ; Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2006 ; 
2008; Pfohl-Leszkowicz & Manderville 2007; 2012) et par HPLC-MS/MS (Mantle et al., 2010). 
L’OTA induit de manière dose et temps dépendant la formation de plusieurs d’adduits. Ces adduits 
covalents proviennent de la biotransformation de l’OTA par les CYP 1A2, CYP 2C9 et 3A4 (Grosse et 
al., 1995 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 1998 ; El Adlouni et al., 2000) ainsi que des cyclooxygénases 
(COX) et la lipoxygénase (LOX) (Pinelli et al., 1999a; Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007; 
Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2008). La susceptibilité des individus à l’OTA serait due au 
polymorphisme génétique du CYP 2C, de la glutathion-S-transférase M1 ainsi qu’au CYP 3A4. En 
effet la stimulation ou l’inhibition de ces différents enzymes modulent parallèlement les adduits et la 
carcinogénicité chez l’animal (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 
1998; Pfohl-Leszkowicz et al., 2002). Une voie importante de métabolisation de l’OTA est sa 
transformation en dérivé quinone (OTHQ) (Tozlovanu et al., 2006a ; thèse Tozlovanu, 2008 ; 
Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2008 ; Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2012).  
La susceptibilité des animaux vis-à-vis du développement de tumeurs rénales dépend du 
patrimoine génétique et du sexe des animaux. Il y a une corrélation entre les adduits à l’ADN au 
niveau du rein et les tumeurs rénales. Des adduits sont formés principalement sur la guanine mais 
aussi sur l'adénine (Azemar, 2000; Pfohl-Leszkowicz et al., 2005a). La prévalence de la formation 
d'adduit sur la guanine a aussi été décrite par Obrecht & Dirheimer (Obrecht-Pflumio & Dirheimer, 
2001;  2002). 
 
2.4.4 Tératogénicité  
 
L'OTA est tératogène chez l'animal. Elle provoque des anomalies morphologiques diverses 
chez le rat,  la souris, le hamster, le porc et les embryons de poulet (Pfohl-Leszkowicz, 1999). 
L'administration d'OTA, à des rattes gestantes occasionne une perte de poids des fœtus ainsi qu'une 
proportion anormale de fœtus présentant des hémorragies. L’OTA passe dans le placenta, s’accumule 
et altère un certain nombre de paramètres associés à la croissance et à la différenciation cellulaire 
embryonnaire chez le rat, en fonction de la dose et chez la souris ; ce qui démontre l'action directe de 
cette toxine sur le développement embryonnaire (Pfohl-Leszkowicz, 1999). 
 
2.5  Effet de l’OTA sur les animaux  
2.5.1 Porcins 
 
Les porcs sont très sensibles à l’ochratoxine A (OTA). A forte dose, elle conduit à une 
néphrotoxicité (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007). A faible dose (25-50 µg/kg pc) l’OTA peut 
provoquer une polydypsie et une polyurie, symptômes qui sont durables (Krogh et al., 1979 ; Stoev et 
al., 2000). Ceci est du à une altération de la fonction tubulaire avec fuite des électrolytes comme le 
sodium, le potassium, les ions H+ (acidification des urines). Les porcs (10-12kg) exposés à des 
aliments contenant 0,13 à 0,79 ppm d’OTA pendant 3 mois consomment moins d’aliments et ont une 
vitesse de croissance réduite (Stoev et al., 2002).  
L’OTA affecte aussi la fonction immunitaire des porcs. Les porcs sont plus sensibles aux 
infections. Les porcs  ingérant une nourriture moisie par A.ochraceus et contenant environ 1ppm 
Analyse bibliographique. Partie 1. Les mycotoxines 
 39 
d’OTA sont beaucoup plus sensibles à Salmonella choleraesuis, qui est d’ailleurs retrouvée dans les 
fèces et le foie des animaux. Les porcs immunisés contre S. choleraesuis et ingérant des aliments 
contenant  1ppm OTA, ont des diarrhées sanglantes (Stoev et al., 2000). De même, des porcs exposés 
à des doses sub-toxiques d’OTA (5-50µg/kg pc pendant 28 jours) développent une pneumonie plus 
sévère (Skaug  et al., 2001). 
L’OTA pourrait altérer la reproduction des porcs puisque de l’OTA est retrouvée dans le 
liquide séminale de verrats consommant 20-40µg/j (Solti et al., 1999; Biro et al., 2002), la viabilité 
des spermatozoïdes, leur motilité et leur longévité est significativement réduite après un délai lié à la 
durée du cycle de spermatogénèse (39 j chez le porc) (Ewald & Heer, 1989). 
L’OTA s’accumule dans le rein. L’élimination est très lente puisque 6 semaines après  le 
retrait de l’aliment contaminé, on retrouve encore de l’OTA (Biro et al., 2002). On retrouve de l’OTA 
dans les produits carnés à base de porc à des taux allant de 0,11 à 0,3 µg/kg (Gareis & Scheuer, 2000). 
La charcuterie produite à partir de porcs ayant consommé un aliment contenant 0,09 ppm pendant les 
4 dernières semaines de leur vie en contient, en moyenne 12,5 µg/kg (Lusky et al., 1995). 
Des études écologiques ont révélé que l'OTA est un des facteurs majeurs de la néphropathie 
porcine, bien que d'autres agents comme la citrinine puissent également être mis en cause (Stoev  et 
al., 2002a). 
2.5.2 Volailles 
Les dindons, poulets et canards sont sensibles à l’OTA. Les signes pathologiques sont 
réduction du gain de poids, mauvaise conversion alimentaire, production réduite d’œufs, qualité 
médiocre des œufs et néphrotoxicité (Stoev et al., 2004). L’exposition à des aliments contaminés à 
raison de 1-5 mg/kg provoque des perturbations biochimiques au niveau sanguin : baisse du taux de 
cholestérol, de protéine totale, d’albumine, potassium et triglycérides et une augmentation d’acide 
urique et de créatine ainsi que des activités phosphatase alcaline (ALP) et gamma 
glutamyltranspeptidase (γGT) (Denli et al., 2008 ; e et al., 1999). Les effets dépendent du taux de 
toxine et du temps d’exposition. Cependant plusieurs études montrent que même à des concentrations 
relativement basses (0,5ppm), les performances sont altérées (Prior et al., 1980 ; Wang et al., 2009). A 
des concentrations deux fois plus faibles (0,25ppm), une baisse des défenses immunitaires est 
observée chez les poulets (Wang et al., 2009). En effet les poulets exposés à l’OTA, sont plus 
sensibles aux infections bactériennes ou aux parasites (Koynarski et al., 2007 ; Stoev et al., 2002b) car 
l’OTA déprime l’immunité humorale et la formation des anticorps (Dwivedi et Burns, 1984;  Stoev et 
al., 2000). 
De l’OTA est retrouvée dans la chaire des volailles et dans les œufs (Piskorska-Pliszczyńka et 
Juszkiewicz, 1990). La baisse de la production d’œuf est observée chez la poule pondeuse (Haazele,  
et al., 1993 ; Verma et al., 2003). Dans une étude récente, il a été montré que l’exposition pendant 30 j 
à un aliment contaminé à raison de 100µg/kg conduisait à une baisse du poids des œufs. Cette baisse 
est d’autant plus importante que le taux d’OTA est élevé. La baisse survient dès le 3ème jour 
d’exposition. D’autre part les coquilles sont plus fragiles, il y a également des pigmentations sanguines 
dans le jaune d’œuf. Des anomalies discrètes au niveau rénal sont observées, mais également au 
niveau du foie (Bozzo et al., 2009 ; et 2011). De l’OTA est retrouvée dans le rein (0,24µg/kg), le foie 
(0,2 µg/kg) et la chaire (0,1 µg/kg) des poulets exposés à 100 ppb d’OTA. Les quantités retrouvées 
augmentent avec l’exposition (Bozzo et al., 2011). Aucun résidu d’OTA n’a été retrouvé dans les 
œufs, mais ce résultat n’est pas étonnant puisque l’analyse a été réalisée après extraction en milieu 
alcalin et passage sur colonne d’immunoaffinité. Cette technique ne permet pas de récupérer 
correctement l’OTA qui est convertie en OP-OTA non reconnue par les colonnes d’immunoaffinité 
(Castegnaro et al., 2006a). En considérant une consommation de 300g de poulet contenant 1,07 µg/kg 
(valeur maximale retrouvée lors d’une exposition à 100 ppb) un consommateur de 60kg est exposé à 
5ng/kg pc/j (35µg/kg/semaine), valeur qui correspond à la dose virtuellement sûre pour éviter les 
cancers (Kuiper-Goodman et al., 2010). Il est à noter qu’il est fréquent de trouver un aliment 
contaminé à des taux allant de 165-330µg/kg (Bozzo et al., 2008). 
Récemment, il a été montré que l’OTA provoquait des cancers du foie et des reins chez les 
poulets ainsi qu’une déplétion du système lymphoïdes, des œdèmes et une dégénérescence du cerveau 
(Stoev, 2010). 
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L’effet de l’OTA sur le canard (50-250µg/kg aliment) a été étudié pendant six semaines, le 
taux de globules blancs baisse et le taux d’acide urique est modifié comme le montrent les dommages 
rénaux (Tansakul et al., 2011). 
Lorsque les poulets sont exposés simultanément à l’OTA et à l’acide pénicillique (PA), un 
taux de 100 ppb d’OTA est suffisant pour qu’apparaisse des effets toxiques sévères, tels que la chute 
des cellules lymphoïdes, diminution du poids des organes, changement des paramètres biochimiques 
(Micco et al., 1991b). De plus, la dégénérescence et la diminution du poids des reins, du foie et les 
organes lymphoïdes ainsi que l’immunosuppression est observé chez les poulets exposé à 200ppb 
d’OTA et d’acide pénicillique (PA) (Stoev, 1998) alors que de telles modifications ne sont observés 




L’exposition des bovins à l’ochratoxine A pose surtout le problème de la concentration de 
cette toxine dans le lait. Certains échantillons de lait contiennent jusqu’à 2,75µg/L alors que la 
nourriture était contaminée à des taux allant de 0,6 à 1,6µg/kg (Elzupir et al., 2009). 
La production de lait diminue lorsque les vaches ingèrent une nourriture contaminée par de l’OTA 
(7396 kg/an au lieu de 7982 kg/an) (Boudra et al., 2007). Une ingestion d’une dose unique de 
13,3mg/kg pc entraîne la cessation immédiate de la production de lait, qui ne revient pas à la normale 
après cessation de l’exposition (baisse de 60%) (Richard et al., 1999). L’ingestion par les vaches 
laitières de ration contenant naturellement 380µg OTA/kg conduit à des diarrhées, dépression, 
prostrations (Abramson et al., 1983). On retrouve aussi dans le lait des métabolites de l’OTA, 
notamment de l’OTα du à l’action du rumen. Récemment nous avons trouvé de l’OP-OTA (forme 
ouverte de l’OTA), mais dont la toxicité est équivalente à celle de l’OTA (Faucet-Marquis et al., 
2005). 
 
2.5.4 Animaux de compagnie (chat et chien) 
 
Une exposition pendant deux semaines à 0,3 mg de l'ochratoxine A /kg de poids corporel, est 
mortelle pour les jeunes chiens beagle mâle, qui présentent de graves lésions rénales, de l'anorexie, 
vomissements, perte de poids, ténesme (une tension douloureuse, au niveau de l'anus ou de la vessie, 
avec sensation de brûlure), hémorragie intestinale,  amygdalite, déshydratation et prostration (Szczech 
et al., 1973). Ces constatations ont été confirmées par une étude ultérieure dans laquelle les chiens ont 
montré des symptômes similaires à des doses OTA entre 0,2 et 3mg/kg de poids corporel                                                                                                                                                                                                                   
(Kitchen et al., 1977). 
Bien que la présence d'ochratoxine A soit largement constatée dans les aliments pour animaux 
domestiques et qu’elle ait une longue demi-vie in vivo, l'importance de son effet sur la santé des 
animaux de compagnie n’est pas très clair. 
Plusieurs études en Europe ont montré que la plupart des aliments pour animaux de compagnie 
ont des teneurs inférieures à celles pouvant être détectables ou contiennent des taux inférieurs à 
5µg/kg. L'effet chronique d'une faible exposition alimentaire n'a pas été étudié chez les animaux de 
compagnie. 
 
3. La zéaralénone (ZEA) 
3.1 Origine et structure de la ZEA 
 
La ZEA a été isolée pour la première fois en 1962 et sa structure a été élucidée en 1966 (figure 
5). La ZEA est une lactone macrocyclique de formule brute C18H22O5, et sa dénomination scientifique 
est 53S, 11E-3, 4, 5, 6, 10-hexahydro-14,16dihydroxy-3-méthyl-1H-2 benzoxacyclotetradecin-
1,7(8H)-dione.  Ses principaux métabolites (figure 5) sont :  
-α-zéaralénone et β-zéaralénone qui sont hydroxylés en position 6 'de la ZEA 
-α-zéaralanol et β-zéaralanol qui sont saturés en position 1'2' zéaralénol 
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Figure 5: Métabolisation de la zéaralénone 
 
La ZEA est un produit stable même à forte température et peut donc facilement se retrouver 
dans l’organisme animal ou humain. De nombreux animaux sont sensibles à cette mycotoxine (Pfohl-
Leszkowicz, 1999).  
C'est aussi un intermédiaire dans la fabrication du zéranol, substance utilisée comme anabolisant aux 
USA. Le zéaralanol est commercialisé comme agent de croissance pour les ovins et les bovins sous le 
nom de RalgroND. 
 
3.2 Exposition de l’homme 
 
La zéaralénone est produite par des Fusaria, en particulier F.graminearum, F.semitectum, 
F.equiseti, F.crookwellense et F.culmorum, plus rarement par F.tricinctum, F.moliniforme, 
F.oxysporum, F.sporotrichoides et Flaterium (Pfohl-Leszkowicz, 1999). 
Elles peuvent se retrouver dans les céréales notamment lorsque celles-ci ont été stockées dans 
de mauvaises conditions, à des températures relativement basses et exposées à l’humidité. 
La zéaralénone a été retrouvée dans de nombreuses céréales comme le maïs, les flocons 
d'avoine, le riz, le blé et le sorgho, dans le pain, et ce dans le monde entier : Afrique, Asie, Europe, 
Etats-Unis, Amérique du sud, et en Océanie (Pfohl-Leszkowicz, 1999). 
Récemment, il a été mis en évidence la présence de ZEA et de ses métabolites dans des laits infantiles 




La ZEA est rapidement absorbée par voie orale. Après diffusion au niveau l’intestin grêle, elle 
est distribuée aux différents organes via la circulation sanguine (Biehl et al., 1993). Comme les 
hormones sexuelles endogènes, elle s’associe à la SBP (Steroid Binding Protein). La demi-vie 
plasmatique de la ZEA est relativement importante  (86 h chez le porc après administration de ZEA en 
injection intraveineuse). Ceci est dû à la redistribution via le cycle entéro-hépatique et à la persistance 
dans les tissus adipeux.  
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Les tissus cibles de cette mycotoxine chez les souris: l’utérus, les cellules interstitielles des 
testicules et les follicules ovariens. Chez d’autres animaux, on en retrouve dans les œufs de poules, le 
lait de vache, de mouton et de porc ou dans le foie de porc (Pfohl-Leszkowicz, 1999). 
Il existe deux voies de métabolisation de la ZEA (Zinedine et al., 2007) : l'hydroxylation 
catalysée par 3α ou 3β Hydroxystéroïde déshydrogénase (HSDs), et la glucuronoconjugaison de la 
ZEA et de ses métabolites formés par HSDs. 
L'excrétion biliaire de cette mycotoxine et de ses métabolites est une voie d'élimination 
importante chez le rat, le chien, le singe (Migdalof et al., 1983) et également chez le porc (Biehl et al., 
1993). Le cycle entéro-hépatique chez la truie entraîneune augmentation conséquente de la demi-vie, 
ce qui pourrait expliquer la grande sensibilité de cette espèce à cette mycotoxine. Chez le porc, après 
avoir suivi le cycle entéro-hépatique, la quasi-totalité est excrétée dans les urines sous forme d' α-
zéaralénol et de ZEA. 
Chez les ovins, la ZEA est éliminée sous forme inchangée dans les urines ainsi que sous forme 
de zéaranol, α-zéaralénol, β-zéaralénol et taléranol (Pfohl-Leszkowicz, 1999). 
Malgré des études limitées chez l'homme, on suppose que l'excrétion est majoritairement urinaire 
(OSCF 2000). Il a été démontré que l'excrétion biliaire est réduite chez l'homme comparée à d'autres 
espèces comme le rat, le chien et le singe (Migdalof et al., 1983). La ZEA se retrouve dans le lait de 
truie, 42 à 44 heures après la consommation d'aliment contaminé par 40 ppm de zéaralénone, et 
jusqu'à 5 jours après son retrait (Gaumy, 2001). 
Chez la vache allaitante, un passage de ZEA et de ses métabolites, en plus faible quantité que 
pour la truie, a été observée. Elle est retrouvée sous formes libres ou conjuguées (glucurono et 
sulfoconjugués) (Mirocha et al., 1981). 
 
3.4 Effets toxiques  
3.4.1 Fixation aux récepteurs œstrogéniques dans les tissus cibles 
 
La zéaralénone et ses dérivés sont capables d'adopter une conformation qui ressemble au 17β-
œstradiol, ainsi qu'aux autres estrogènes naturels, pour permettre leur liaison aux récepteurs 
œstrogéniques (figure 6) et favoriser la synthèse d'ARN, de protéines, ainsi que la prolifération 
cellulaire, augmentant la masse des organes. 
 
 
Figure 6 : Zéaralénone et œstrone 
 
3.4.2 Les effets sur les fonctions de reproduction  
 
Bien que les preuves de l'effet de la ZEA sur l'homme restent encore hypothétiques, elle peut 
néanmoins constituer un danger potentiel de par sa présence à différents niveaux de la chaîne 
alimentaire. En effet, la ZEA et/ou ses dérivés ont été mis en évidence dans le sang de certains des 
enfants. Les principaux effets observés étaient des phénomènes de gynécomastie et de puberté 
précoce. Plus récemment, des effets sur le développement de jeunes filles et la présence de ZEA et de 
ses métabolites dans le sang a été établie (Massart  & Sagges, 2010 ; Massart  et al., 2008). 
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Les effets les plus importants de la mycotoxine et de ses dérivés sont observés sur les fonctions de 
reproduction, par interaction avec les hormones sexuelles endogènes. Ces effets chez les rongeurs sont 
résumés dans le tableau 1. 
 
Tableau 1 : Effets de la ZEA chez les rongeurs et les lagomorphes (Gaumy et al., 2001) 
Animal Zéaralénone Durée Symptômes et lésions 
Lapins de 4 mois 0,5-1ppm 18j Augmentation du gain de poids 
 
Densité osseuse très augmentée 
Elévation : hémoglobinémie, VGM, 
phosphotamie, calcémie  
Lapins de 8 mois 1-4ppm  Tendance inverse 
Rats en croissance  Administration 
prolongée 
Retard de croissance 
Diminution du poids de la carcasse 
Hypertrophie du foie 
 8 semaines Poids des gonades diminué 
Modification de la maturation 
folliculaire et de la spermatogénèse 
Hypetrophie utérus 
Rats 
 Plus de 8 semaines Taux diminué de fertilité de 25-30% 
Modifications des organes 
reproducteurs 
21 mg/kg PV VO 8 jours suivant 
accouplement  
14 jours après l’administration : 
25% des femelles sont en gestation 
7-14 mg/kg PV VO  Développement fœtale normal  
20 mg/kg PV VO 3 premiers jours 60% sont gestantes 22 jours après 
30 mg/kg PV VO Après accouplement 25% sont gestantes 22 jours après 
Cobayes femelles  
20-30 mg/kg PV VO 4ème au 5ème j ou 6ème 
au 7ème après 
accouplement 
Gestation normale 
Hamsters nouveau-nés 1mg/animal SC 2 j après la naissance Cycles normaux 
Masculinisation des femelles 
Souris nouveau-nées 
femelles 
1µg quotidiennement 5 
jours sur 7 pendant 
8mois 
0 corps jaune chez 74%  des souris 
Métaplasie squameuse épithélium 
utérin chez 59% des souris  
Altération épitéhlium vaginal chez 
32% des souris 




10-30µg/ animal Quotidiennement 
pendant 3 à 5 jours 
Infertilité 
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3.4.3 Cancérogénicité 
Des études de cancérogénicité ont été réalisées chez la souris et le rat. Chez la souris, ingérant 
une nourriture contaminée à raison de 50 ou 100 ppm de zéaralénone pendant 103 semaines, il a été 
noté une fréquence anormale d'adénomes hépatocellulaires chez les femelles qui ont ingéré 100 ppm 
de zéaralénone (NTP, 1982). Des adénomes hypophysaires sont également observés chez les mâles et 
les femelles ayant ingéré 100 ppm de zéaralénone. 
Chez le rat, l'administration d'une ration contenant 25 ou 50 ppm de zéaralénone pendant 103 
semaines, représentant l'équivalent de 1 à 2 mg/kg de poids vif, n'entraîne l'apparition d'aucun 
processus tumoral, seule une diminution du gain de poids par rapport aux animaux témoins est 
observée (NTP, 1982). 
La zéaralénone induit des cancers hépatiques et des cancers de la glande pituitaire, mais à des 
doses nettement supérieures aux doses engendrant un effet hormonal (WHO, 2002).  
La zéaralénone et le zéaralanol sont suspectés d’être responsables de changements pubertaires chez de 
jeunes enfants à Porto-Rico. Les signes observés sont des naissances prématurées, une puberté précoce 
et une gynécomastie pré-pubertaire. Le sang de ces malades contenait de la zéaralénone et de ses 
dérivés (Saenz, 1984 et 1985). D’autre part, il a été mis en évidence que la ZEA stimulait la croissance 
des cellules cancéreuses du sein (Ahamed et al., 2001 ; Withanage et al., 2001). Chez les humains, 
l’intoxication par la ZEA peut induire une prolifération des cellules hormono-dépendante à l’origine 
de tumeurs des glandes mammaires, des ovaires et de l’utérus (Kuciel-Lisieska et al., 2008). Ceci 
provient du fait que la ZEA et ses métabolites saturent les récepteurs nucléaires ER (Chen et al., 
2005). 
La ZEA est classée par le CIRC dans le groupe 3, c'est-à-dire qu'on ne peut se prononcer sur sa 
cancérogénicité.  
 
3.4.4  Génotoxicité et mutagénicité  
La zéaralénone n'est pas mutagène chez différentes souches de Salmonella typhimurium telles 
que TA 1535, TA 1537, TA 1538, TA 98, et TA 100, avec ou sans activation métabolique 
(Bartholomew et al., 1980 ; Ingerowski et al., 1981). Elle induit cependant des lésions de l'ADN dans 
des tests de recombinaison avec Bacillus subtilis (Ueno & Kubota, 1976) et Bacillus thurigienis 
(Boutibonnes  et al., 1978). 
Elle ne provoque pas d'abbérations chromosomiques, ni d'échanges de chromatides sœurs. 
(IARC, 1993). Ces résultats doivent être pondérés en fonction de la dose utilisée. En effet, à la 
concentration de 3µg/ml, une augmentation légère des échanges de chromatides sœurs est observée sur 
lymphocytes humains en culture, avec ou sans activation microsomale (Cooray, 1984). A la dose de 
30µg/ml, une inhibition totale de la synthèse d'ADN est constatée. 
La ZEA forme des adduits à l'ADN dans le foie et le rein de souris Balb/C femelles traitées par gavage 
ou en intrapéritonéale avec une dose de 2mg/kg de ZEA (Pfohl-Leszkowicz A et al., 1995). 
 
3.4.5 Tératogénicité 
Une étude chez le rat montre que l’exposition à la ZEA quelle que soit la dose administrée 
(4mg/kg ou 8mg/kg  de poids corporel) se traduit par une augmentation du nombre de fœtus mort, et  à 
un retard de développement avec une diminution du poids  (Collins et al., 2006).  
L’exposition d'oocytes à 7,5 µM d’α-zéaralénol et de β-zéaralénol (30µM) diminue le taux de 
maturation à l’origine de malformations (Alm et al., 2002). Par contre, les porcs dont les mères ont 
ingérés de la ZEA lors du premier trimestre de gestation n'ont pas de malformation au niveau 
hépatique  ni au niveau de la rate. 
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3.5  Effet de la ZEA sur les animaux  
 
La ZEA a des effets chez la vache laitière, l'agneau, le lapin et le singe. Mais c'est l'espèce 
porcine qui est de loin la plus sensible à l'exposition à la ZEA (Fink-Gremmels & Malekinejad, 
2007).  
 
3.5.1   Porcins 
 
Elle entraîne des phénomènes d'hyperœstrogénisme, incluant des œdèmes du vagin, une 
atrophie des ovaires et une hypertrophie des glandes mammaires. On note un prolapsus de la vulve 
(figure 7). 
 
Figure 7 : Prolapsus vaginale chez la truie et le nouveau-né (photos gracieusement données par BIOMIN®) 
 
L'absorption de cette toxine par des jeunes porcs provoque une féminisation avec atrophie des 
testicules et un développement des glandes mammaires. Chez les truies matures, la ZEA inhibe 
l'ovulation et réduit la taille des portées car il peut y avoir rupture du placenta. De plus ceci entraîne 
des malformations au niveau du squelette de l’animal et plus particulièrement au niveau des ses 
membres (figure 8). 
 
 
Figure 8 : Malformation des membres du porc suite à une ingestion de ZEA par la mère (photo gracieusement 
donnée par BIOMIN ®) 
 
La ZEA affecte aussi la fonction de reproduction du mâle dû à une diminution du taux de 
testostérone, du poids du testicule et de la spermatogénèse associée à une féminisation suivie d’une 
baisse de libido. 
Des signes cliniques ont été observés lorsque le bétail a reçu de la nourriture moisie apportant 
12-14 mg/kg de poids corporel. Les signes apparaissent généralement lorsque la teneur en ZEA dans 
l’aliment dépasse 1ppm, bien que des effets aient été observés lors d’une contamination par des doses 
10 fois plus faibles (100 à 200 ppb). L’administration de 2 ppm de ZEA au 30ème jour de gestation à 
des truies n’altère pas la fonction de reproduction de la mère. Par contre des effets 
d’hyperœstrogénisme sont observés au niveau testiculaire, utérin et ovarien des petits porcs à l’âge de 
21 jours. La ZEA et le zéaralénol interagissent avec les récepteurs cytosoliques œstrogéniques au 
niveau de l'utérus, du foie, des glandes mammaires, de l'hypothalamus. Ils entrent en compétition avec 
le 17-β-œstradiol. La zéaralénone se fixe de manière irréversible sur le récepteur des œstrogènes. Les 
métabolites de la ZEA, α-zéaralénol (α-ZOL), β-zearalenol (β-ZOL), α-zéaralanol (α-ZAL), et β-
zéaralanol (β-ZAL) sont beaucoup plus œstrogéniques que la ZEA elle-même. L’ α-ZAL et α-ZOL ont 
le même potentiel œstrogénique que le 17β œstradiol. Ces métabolites sont rapidement formés dans 
l’organisme, et suivent le cycle entérohépatique (Danicke  et al., 2005). 
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La ZEA provoque l’accumulation de glycogène dans le foie et les muscles squelettiques. Cette 
accumulation est due à une augmentation de la sécrétion d’insuline. L’insulinémie s’accompagne 
d’une baisse de la glycémie. D’autre part, la ZEA provoque aussi l’accumulation de triglycérides dans 
le foie (Nogowski, 1996). En outre, sa toxicité pour les animaux d’élevage (notamment les porcs) pose 
un problème concernant la qualité de la viande, qui peut être de qualité nutritionnelle moindre. 
Les problèmes œstrogéniques apparaissent lorsque l’animal est exposé à 1mg/animal/j. Sur cette base 
là, une nourriture contenant 335-500 ppb provoque des problèmes œstrogéniques pendant la gestation 
(nourriture consommée 2-3kg/j). Une nourriture contaminée à raison de 167-250 ppb posera un 
problème chez les truies lors de la lactation (nourriture consommée 5-6kg) (Gimeno & Martins, 2008). 
 
 3.5.2  Bovins 
 
Des problèmes d’infertilité des vaches laitières ont été associés à l’ingestion de foins 
contaminés par la ZEA (Mirocha  et al., 1968). Des doses supérieures à 500 µg/kg d’aliment 
entraînent une baisse de la fertilité (Linn & Chapmann, 2002). 90% de la ZEA est métabolisée par le 
rumen en alpha zéaralénone qui a une activité œstrogénique 4 fois plus importante que la ZEA 
(Kiessling  et al., 1984). Une faible proportion de ZEA est excrétée dans le lait des bovins sous forme 
de ZEA ou de ses métabolites (alpha et beta ZEA) (Mirocha  et al., 1981) avec un taux cumulatif 
équivalent à 0,06%. 
 
3.5.3 Animaux de compagnie 
 
En dépit de la prévalence marquée des céréales dans les ingrédients des aliments pour animaux 
familiers, moins de recherche ont été consacrées aux mycotoxines de Fusarium par rapport aux 
aflatoxines et ochratoxines. Un certain nombre d'enquêtes, cependant, ont montré qu'elles sont 
présentes en quantité significative dans les aliments pour animaux de compagnie. 
Le mâle et la femelle chien sont affectés par la zéaralénone (Hidy et al., 1977). Chez les  
chiens gavés avec de la zéaralénone à 5 mg/kg pc / jour pendant 13 semaines, on note la réduction du 
nombre de corps jaune et l'arrêt de la spermatogénèse respectivement chez  les femelles et les mâles 
chiens. Bien que la dose utilisée par Hidy et al. (1977) soit beaucoup plus élevée que l’exposition 
alimentaire normale, certaines études suggèrent que l'exposition à des faibles concentrations en ZEA 
peut produire des effets toxiques.  Les chiennes nourries avec de la ZEA à 200 µg/kg pc/jour pendant 
sept jours ont montré des dommages dans les cellules des ovaires, de l'oedème et une hyperplasie des 
oviductes et de l'utérus (Gajecka et al., 2004a). Chez les chiens, on observe une réduction d'anticorps 
et de globules blancs dans le sérum après 50 jours d'exposition alimentaire à la ZEA à 50 mg/kg pc / 
jour (Gajecka et al., 2004b). Dans des élevages de chiens, il a été observé une diminution de la 
conception, une augmentation de nombre de chiots mort-nés. Dans la nourriture de ces élevages, la 
ZEA était en quantité faible mais elle a pu causer ces problèmes par une prise au long court (Mellor, 
2003).  
 
4. La citrinine (CIT) 
4.1 Origine et structure de la CIT 
 
La citrinine est un métabolite secondaire qui a été isolé pour la première fois à partir de 
Penicillium citrinium (1931). Les premières études menées sur cette molécule ont mis en évidence une 
action antibactérienne : bactériostatique et bactéricide contre les bactéries gram positive. La CIT a 
alors été utilisée comme antibiotique mais ses propriétés toxiques ont interdit toute utilisation en 
thérapeutique (Ambrose et al., 1945, 1946). 
La CIT est un polyacétate, fluorophore naturel dans le jaune. Elle est composée d'une unité 
coumarique (figure 9) et sa formule chimique est le 4,6-dihydro-8-hydroxy-3, 4, 5-trimethyl-6-oxo-, 
(3Rtrans)-3H-2-Benzo-pyran-7-carboxylic acide. La toxine citrinine  H1 peut se former par la liaison 
entre deux molécules de CIT. L'équipe d'Hirota (2002) a déterminé un autre produit de décomposition, 
la citrinine H2 qui correspond à l’ouverture du cycle (figure 9). Ce composé H2  a une action 
cytotoxique plus faible que la citrinine.  
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Les principales espèces de moisissures productrices de CIT appartiennent aux genres 
Aspergillus & Penicillium et peuvent produire également l’OTA. Une espèce de Monascus produit 
aussi de la CIT. Ces champignons sont essentiellement des contaminants des céréales : maïs, riz, blé, 
seigle, orge, avoine, en cours de stockage (Scudamore et al., 1997).  
La CIT est aussi retrouvée dans les fruits : tomates, pommes et jus de pomme et les colorants naturels 
utilisés dans la nourriture traditionnelle orientale (Sabater et al., 1999; Blanc et al., 1995;Vinas et al., 
1993). 
 
Figure 9 : Structure de la citrinine et des composés de dégradation formés à partir de la CIT 
 
4.2 Exposition de l’homme 
 
Les études réalisées jusqu’à présent sur la présence de la CIT dans les produits alimentaires, 
sont peu nombreuses et ne permettent pas d’établir un niveau réel d’exposition de l’homme à cette 
toxine. Néanmoins en Bulgarie une forte proportion d’échantillons de maïs et haricot sont contaminés 
par la citrinine (Pekova-Bocharova et al., 1991; Vrabecheva et al., 2000; Pfohl-Leszkowicz et al., 
2002).  
Dans ces régions, la contamination par la CIT peut atteindre des taux de 420 µg/kg 
(Vrabecheva et al., 2000). La CIT est très souvent associée à l'OTA (céréales du petit déjeuner, blé, 
riz). Elle a été retrouvée dans l'alimentation de familles souffrant de néphropathie endémique des 
Balkans (Tozlovanu, 2008). Cette association peut être liée soit à la présence de champignons 
coproducteurs de CIT et d’OTA, ou à des souches différentes. Un phénomène de synergie avec l'OTA 
peut donc se produire et compliquer l'attribution des effets toxiques à l’OTA seule (Pfohl-Leszkowicz 
et al., 2002b; Molinié, 2004).  
 
4.3 Toxicocinétique  
 
La CIT est rapidement absorbée, et persiste dans le sang au moins 24h après administration. 
Lors d'une injection intraveineuse, elle est retrouvée dans les urines après 48h chez le chien, et 24 h 
dans le sang chez le rat; son produit de réduction, la dihydrocitrinone (citrinine H2), est isolé dans 
l'urine 8h à 48h après le traitement (Dunn et al., 1983).  
 Au niveau du rein, la CIT est transportée par le système de sécrétion des anions organiques 
(Berndt, 1983). Il existe une compétition entre la CIT et l’OTA pour ce transporteur (Jung et al., 
2001). La présence simultanée d’OTA et de CIT modifie la  toxicocinétique de la CIT (Molinié, 
2004).  
 
  4.4 Effets toxiques  
4.4.1 Néphrotoxicité et hépatotoxicité 
 
La CIT est hépatotoxique et néphrotoxique chez un grand nombre d'espèces et a été impliquée 
avec l'OTA comme un agent potentiel de la BEN (Pfohl-Leszkowicz et al., 2002b).  
La CIT provoque des lésions rénales au niveau des tubules proximaux, caractérisées par l'apparition de 
protéinurie, glucosurie et d'infiltration de leucocytes. Ces altérations rénales seraient liées à une 
perturbation de l’homéostasie calcique, avec une accumulation du calcium au niveau cortical.  
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Elle modifie les fonctions rénales chez le chien, le poulet, le lapin et le rat (Krejci et al., 1996 ; Glahn 
et al., 1989).  Les effets observés sont proportionnels aux doses administrées et varient selon la voie 
d’administration. Le gavage de porcs par de la nourriture contaminée à 200 ppm de CIT, pendant 1 ou 
2 mois, induit une néphropathie (Krogh et al., 1968) 
 La CIT agit sur le métabolisme hépatique en diminuant le glycogène hépatique et en 
augmentant le glucose sanguin (Gupta et al., 1979). Des études menées in vivo par Endo & Kuroda, 
(1980) ont montré, l’effet inhibiteur de la CIT sur la biosynthèse des triglycérides et du cholestérol au 
niveau du foie de rat. 
 
4.4.2 Génotoxicité et mutagénicité 
 
La CIT est négative avec le test classique d'Ames sur Salmonella. Par contre, elle induit des 
cassures simple et double brins au niveau de l’ADN d’Escherichia coli (Martin et al., 1986). La CIT 
induit des aberrations chromosomiques après une activation métabolique par des hépatocytes de rat 
(Sabater et al., 1999) et des fragmentations acentriques des chromatides au niveau des cellules de la 
moelle osseuse chez les souris (Jeswal et al., 1996).  
 Liu et son équipe en 2003 n’ont pas observé de potentiel clastogène de la CIT sur des cellules 
de mammifères. Par contre, Lebrun et Follman, en 2002, mettent en avant un faible effet génotoxique 
(par comet assay) sur des cellules de rein de chien (MDCK). Bien que la CIT soit considérée comme 
n’étant pas cancérogène, il a été montré qu'une exposition à la CIT à long terme induit des adénomes 
rénaux chez le rat. La citrinine est génotoxique puisqu’elle est responsable de la formation d’adduit à 
l’ADN in vitro et in vivo (Molinié, 2004; Tozlovanu et al., 2006b ; 2006c; Pfohl-Leszkowicz et al., 
2007; Tozlovanu et al., 2008). 
 L’administration simultanée d’OTA (25 mg/kg) et de CIT (200 mg/kg) augmente l’incidence 
des tumeurs rénales chez les souris DDD mâle en comparaison à un traitement avec de l’OTA seule 
(Kanisawa, 1984). Jeswal (1995) a observé une augmentation des tumeurs rénales chez des souris 
traitées par voie orale simultanément avec 50µM d’OTA et 50µM de CIT. 
Des néoplasmes ont été observés sur des reins de porc âgés de deux ans, qui avaient 
consommé des nourritures contaminées par de l’OTA et d’autres mycotoxines dont la CIT  (IARC, 
1993). Ces résultats impliquent un accroissement potentiel du risque de développement de cancer 
lorsque les individus ingèrent des nourritures contaminées par ces deux mycotoxines.  
 
5. La fumonisine B1 (FB1) 
5.1 Origine et structure de la FB1 
 
C’est en 1988, que Gelderblom et al., et Benzuidenhout et al., ont identifié les fumonisines, à 
partir de cultures de Fusarium moniliforme. Les fumonisines sont réparties en 4 séries : FA, FB, FC et 
FP (figure 10 et tableau 2). 
La FB1 est principalement produite par Fusarium verticillioides, champignon qui contamine 
plus particulièrement le maïs (Scott, 1993 ; Norred, 1993).  
La FB1 est un diester de l’acide 1, 2, 3 propane tricarboxylique et du 2-amino- 12,16-diméthyl 
3, 5, 10, 14, 15- pentahydroxyeicosane (figure 10). A l’heure actuelle, 28 FBs différentes ont été 
dénombrées. Ces substances sont des diesters de l’acide 1, 2, 3 propane tricarboxylique et du 2-amino-
12, 16 diméthyle 3, 5, 10, 14, 15-pentanehydroxyeïcosane (FB1).  
La fumonisine B1 a une structure proche de celle de la sphingosine et de la sphinganine (figure 
11) (sphingolipides membranaires). Cette similarité de structure est à l’origine de l’inhibition de la 
biosynthèse des sphingolipides. 
Les fumonisines sont des composés très polaires, solubles dans l’eau. Leur solubilité est plus 
importante dans le méthanol et dans le mélange acétonitrile – eau (1v :1v). Elles sont insolubles dans 
les solvants non polaires. 
La FB1 est relativement stable dans la plupart des conditions utilisées pour le traitement des 
denrées alimentaires. 
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Figure 10 : Structure de la  FB1                         Figure 11 : Structure de la sphinganine et de la sphingosine 
 
 
Tableau 2 : Structure chimique des fumonisines   (d’après Pfohl-Leszkowicz, 1999) 
Type de fumonisines R1 R2 R3 
Fumonisine A1 ─OH ─OH ─NHCOCH3 
Fumonisine A2 ─H ─OH ─NHCOCH3 
Fumonisine B1 ─OH ─OH ─NH2 
Fumonisine B2 ─H ─OH ─NH2 
Fumonisine B3 ─OH ─H ─NH2 
Fumonisine B4 ─H ─H ─NH2 
Fumonisine C1 ─OH ─OH ─NH2 
Fumonisine C2 ─H ─OH ─NH2 
Fumonisine C3 ─OH ─H ─NH2 
Fumonisine C4 ─H ─H ─NH2 
Fumonisine P1 ─OH ─OH ─OH-Pyr 
Fumonisine P2 ─H ─OH ─OH-Pyr 
Fumonisine P3 ─OH ─H ─OH-Pyr 
 
5.2 Exposition de l’homme  
 
Les fumonisines se sont révélées être des contaminants fréquents du maïs et de ses sous-
produits mais aussi du sorgho et du riz.  
Le tableau 3 donne une idée de la présence respective de FB1 et FB2 trouvées dans les dérivés du maïs.  
Les niveaux de contamination observés sont parfois très élevés et responsables d’intoxications 
animales aiguës.  
 
Tableau 3 : Présence respective de FB1 et de FB2 dans les dérivés de maïs, à l’origine de mycotoxines (d’après 
Pfohl-Leszkowicz A, 1999) 
Taux maximal (µg/kg) Maïs Mycotoxicoses Pays 
FB1 FB2 
Produits pour animaux 
Maïs sélectionné Œdème pulmonaire porcin USA 330 48 
Maïs sélectionné Leucoencéphalomalacie USA 160 49 
Maïs     
Consommation locale Cancer œsophage Chine 155 - 
Maïs     
Consommation locale Cancer œsophage Transkei 117 23 
Maïs exporté au Japon  USA 4,1 10,2 
Maïs exporté en Afrique du 
Sud 
 USA 7,6 3,1 
Produits commerciaux pour nourriture humaine 
Blue Corn meal  USA 6,8 - 
Semoule de maïs   2,8 1,1 
Maïs extrudé et polenta  Italie 6,1 0,9 
Chips de  maïs  Pays –Bas  2395 715 
Maïs doux  ״ 1089 658 
Pop corn  ״ 1003 273 
Corn Flakes   1281 466 
Farine de maïs  ״ 608 ND 
Aide humanitaire  Zimbabew 3,6 0 ,9 
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  La FB1 est la mycotoxine la plus fréquemment retrouvée de par le monde. Le problème est que 
les épis de maïs peuvent avoir de fortes teneurs en fumonisines tout en ayant une apparence normale 
(c’est-à-dire sans pourriture ni décoloration des graines). En Transkei, le maïs moisi est utilisé pour la 
fabrication de bière à cause de la saveur qu’il lui donne. On en retrouve dans tous les pays du monde à 
des taux parfois élevés. On retrouve aussi de grande quantité dans les farines et gruaux. À moindre 
degré (de 0,01 à 0,08 µg/g), le pop-corn, le maïs doux et le maïs concassé ou bouilli sont contaminés 
de manière sporadique (Pfohl-Leszkowicz, 1999). 
En Indes, la consommation par l’homme de maïs ou sorgho contenant des concentrations 
supérieures à 64 mg/kg de FB1 a été associée à des symptômes gastro-intestinaux. La FB1 seule ou en 
association avec d’autres mycotoxines (fusarine C, moniliformine, aflatoxine) contribuerait à 
l’apparition de certains cancers de l’œsophage et du foie (Rheeder et al., 1992 ; Ueno et al., 1997). 
La découverte des fumonisines est en fait liée à des recherches effectuées sur le cancer de l’œsophage 
humain (OC) dans la région sud africaine «Transkei » (IARC (1993). Selon les lieux, il a été 
dénombré jusqu’à 200 cas d'OC pour 100 000 personnes alors que la prévalence habituelle est de 5 cas 
sur 100 000. D’autres régions du monde ont également un taux anormalement élevé de cancer de 
l’œsophage comme la province de Linxian en Chine où l’incidence est de 100-150 cas pour 100 000 
habitants ou le Nord de l’Iran.  
La contamination du maïs par F. moniliforme est positivement corrélée aux cancers de 
l’œsophage. Ce champignon produit des fumonisines mais également de la fusarine C et de la 
moniliformine. Une différence significative de la quantité de fumonisine dans le maïs entre les régions 
à fort taux de cancers de l’œsophage et celles à faible taux est observée dans différentes régions du 
monde : Afrique (Marasas et al., 1988a ; Thiel et al., 1992), Amérique Centrale, Asie (Groves  et al., 
1999), en Iran (Shephard  et al., 2000). Le maïs peut, en Afrique du Sud, être contaminé jusqu’à 140 
mg/kg certaines années alors qu’en Caroline du Sud, où le taux d’OC est également important, les 
quantités sont de 0,17 à 2,4 mg / kg de FB1 et de FB2 combinées. Dans les bières faites ‘maison’ en 
Afrique du Sud, le taux de FB1 s’échelonne entre 38 et 1066 µg/l et le taux des trois FB entre 43 et 
1329 µg/l. Avec de tels taux, les doses tolérables de 2µg/kg poids corporel sont largement dépassées 
(Wagacha & Muthomi, 2008). 
Une association entre la consommation de maïs en Italie (région de Pordenone) et les cancers du 
pharynx et de l’œsophage a clairement été établie. Dans cette région, la majorité du maïs produit 
localement est ingérée sous forme de polenta. Il a été trouvé entre 150 et 3760 ng/kg de FB1 dans des 
échantillons de polenta. En Chine, dans le Linxian où on dénombre un grand nombre de cancers de 
l’œsophage, les taux de FB1 vont de 18 à 155 mg/kg avec en plus présence d’aflatoxines et de 
trichothécènes. Une étude récente indique que la FB1 toute seule ne peut pas être responsable des 
cancers de l’œsophage mais y contribuerait par son effet promoteur (Sammon, 2007).  
  
5.3 Toxicocinétique  
 
La quantité de FB1 mesurée dans le plasma après une administration par voie orale chez le 
porc, la poule pondeuse, le singe, la vache, le rat et le canard est très faible. Ceci provient du fait que 
les fumonisines sont absorbées comme les lipides via les chylomicrons dans la lymphe et non pas via 
la voie sanguine (Mahfoud et al., 2002).  
Lors d’une administration par voie orale chez le rat et le porc, la FB1 est retrouvée dans la 
plupart des tissus notamment le foie et les reins (Pfohl-Leszkowicz, 1999).  
 Peu de données sont disponibles sur le métabolisme de la FB1. Cependant la principale forme 
d’excrétion biliaire et urinaire est la molécule mère. Chez le singe, une fraction de FB1 retrouvée dans 
les fèces est sous une forme partiellement hydrolysée (mono-esters par perte d’un acide propane-
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5.4 Effets toxiques  
5.4.1 Effet sur les sphingolipides  
 
Le mécanisme d’action de la FB1 repose sur l’analogie structurale entre la toxine et la 
sphingosine. Cette analogie est à l’origine de l’inhibition de la N-acyltransférase et de la perturbation 
de la biosynthèse des sphingolipides (figure 12).  
Les sphingolipides sont des lipides complexes ayant un rôle important à jouer dans la 
transduction du signal et la constitution des membranes. Les sphingolipides sont des médiateurs 
régulant entre autre le taux de calcium cellulaire, la progression cellulaire et l'apoptose (mort cellulaire 
programmée) (Pfohl-Leszkowicz, 2009). Cela se traduit, sur le plan cellulaire par l’accumulation de 
sphinganine, parfois de sphingosine, qui sont deux composés hautement réactionnels pouvant 
perturber le bon fonctionnement de la machinerie cellulaire.  
 
Figure 12 : Effets de la FB1 sur le métabolisme des sphingolipides (D’après Mérrill et al., 2001) 
 
La fumonisine modifie la transduction du signal (Pinelli, 1999b ; Poux, 2000) et de ce fait 
aurait un effet promoteur (WHO, 2000 ; WHO, 2002). La FB1 perturbe toute la chaîne lipidique avec 
un effet sur le taux de cholestérol et sur les acides gras poly insaturés. Ceci a pour effet de perturber la 
fluidité membranaire, mais également le bon fonctionnement des enzymes (Burger et al., 2007). 
L’accumulation de sphingosine et sphinganine ainsi que de la sphinganine phosphate et sphingosine 
phosphate dans les urines est corrélée avec l’exposition aux fumonisines et à l’excrétion de la FB1 
dans les urines. Ils reflètent l’inhibition des enzymes du cycle sphingomyéline. Ils peuvent servir de 
biomarqueurs d’exposition et de susceptibilité dans les études épidémiologiques (Cai  et al., 2007). La 
mesure de l’excrétion urinaire de FB1 est corrélée à l’ingestion de tortilla contaminée en FB1 (Gong  et 
al., 2008). 
Une intoxication de courte durée (4 jours à 4 semaines) entraîne principalement une 
hépatotoxicité avec cirrhose (hyperplasie hépatocellulaire) et prolifération des canaux biliaires et une 
néphrotoxicité avec des images d’autophagocytose et de dégénérescence cellulaire dans le cortex dès 










Les propriétés cancérogènes et cytotoxiques de la FB1 ont été mises en évidence chez le rat et 
la souris mais n’ont pas encore été démontrées chez d’autres espèces même si des expositions 
chroniques de porcs à de fortes doses de FB1 ont entraîné l’apparition de nodules d’hyperplasie 
hépatique (Casteel et al., 1993).  
Dans l’espèce humaine, les fumonisines pourraient être impliquées dans certains cancers de 
l’œsophage (Norred et al., 1993; IARC, 1993). 
Après une exposition de longue durée (50 mg FB1/kg d’aliment, 150 jours à 2 ans) diverses 
équipes ont noté la formation de carcinomes hépatocellulaires, de cirrhose, d’adénofibrose, de nodules 
néoplasiques et de cholangiocarcinome (Gelderblom et al., 2001).  
Trois études ont été effectuées chez le rat avec des nourritures contaminées par Fusarium 
moniliforme. Des hépatocarcinomes et des cancers de l’estomac non glandulaire ainsi que des 
cholangiosarcomes ont été observées. Il est à noter que ces extraits contenaient non seulement des FB, 
mais également de la fusarine C et de la moniliformine. Il n’était donc pas possible d’attribuer ces 
effets aux seules FB (IARC, 1993). 
En 1999, l’étude du NTP (National Toxicological Program) a montré que la FB1 est 
cancérogène chez le rat et la souris, mais l’organe cible n’est pas le même.  Des rats Fischer F344 
(mâle et femelle) et des souris B6C3F1 (mâle et femelle) ont été traités par 0, 5, 50, 80, 150 ppm de 
FB1 dans la nourriture pendant 2 ans. Respectivement avec 50 et 150 ppm, des adénomes des tubules 
rénaux (2/48 ; 5/48) ainsi que des carcinomes tubulaires rénaux (7/48 ; 10/48) sont observés chez les 
rats mâles. Chez les souris femelles, des doses de 50 et 80 ppm provoquent de l’apoptose hépatique 
(7/47 ; 14/45), des adénomes hépatiques (16/47, 31/45) et des carcinomes hépatiques (10/47 ; 9/45). 
Dans certains cas, il y a eu des métastases au niveau pulmonaire Dans certains cas, il y a eu des 
métastases au niveau pulmonaire. Il n’y a eu aucun effet chez les rats femelles et les souris mâles.  
L’exposition de rat Fischer F344 pendant 5 semaines à la FB1 a induit des cancers hépatiques un an 
après l’arrêt de l’exposition, prouvant que l’effet initiateur est irréversible (Lemmer et al., 2004).  
La FB1 est un cancérogène complet puisqu’elle induit des cancers en mettant en jeu des 
mécanismes d’initiation mais également un effet promoteur (Gelderblom et al., 2002). Cet effet 
promoteur serait dû à l’induction de la forme placentaire de la glutathion-S-transférase au niveau 
hépatique. 
Associée à l’OTA, la FB1 entraîne des nodules au niveau rénal chez le porc (Stoev et al., 2011). 
La dose sans effet (DSE) pour le cancer du rein chez les rats est de 0,67 mg/kg de poids corporel/j 
alors que pour la toxicité rénale, la DSE est de 0,2 mg/kg. Pour la souris, la DSE vis-à-vis du cancer 
hépatique est de 0,8mg/kg et 1,9 mg/kg/j pour le rat mâle et la souris femelle respectivement (WHO, 
2002).  
 
5.4.3 Génotoxicité et mutagénicité  
 
 La FB1 n’est pas mutagène dans le test d’Ames avec les souches TA 100, TA 98 ou TA 97. Elle 
n’induit pas non plus la réparation SOS, ni la synthèse non programmée d’ADN. Elle ne forme pas 
d’adduit à l’ADN, par contre elle induit des cassures simple brin ainsi que des aberrations 




La FB1 affecte les fœtus chez les rates en gestation engendrant des portées de poids plus faibles 
et un développement moindre du squelette fœtal. 
Lors d’études in vitro, il a été montré que la FB1 est embryotoxique, elle diminue la croissance et le 
développement des embryons de rats. La FB1 est aussi potentiellement embryotoxique et tératogène 
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5.5 Effets de la FB1 sur les animaux 
 
Dans plusieurs espèces, comme les équidés, les suidés, les ovins, les rongeurs et les primates, 
une toxicité hépatique et rénale a également été observée, ainsi qu’une réduction du poids vif et une 




Les fumonisines sont responsables lors d’une toxicité aigüe de la leucoencéphalomalacie chez 
les équidés (Marasas et al., 1988b). La maladie est connue sous plusieurs noms: ELEM (Equine 
LeukoEncephaloMalacia), Blind Staggers  (littéralement : l’aveugle qui titube), foraging disease (la 
maladie du fourrage), corn stalk disease  (la maladie de la tige de maïs) ou encore moldy corn 
poisoning (l’intoxication au maïs moisi). Elle se développe en plusieurs étapes : inappétence, 
gonflement des lèvres et du nez, une cyanose ou des hémorragies au niveau des muqueuses, léthargie 
(sommeil maladif sans fièvre), puis les effets neurotoxiques deviennent apparents. Les mouvements ne 
sont plus coordonnés, le cheval titube, puis surviennent des convulsions, conduisant inéluctablement à 
la mort. Les rares cas de récupération s’accompagnent de séquelles neurologiques sévères et 
définitives. En France dans le Sud-ouest, entre 1994 et 1996, 20 chevaux sont morts de ce type 
d’affection (Bailly et al., 1996). La mort peut être soudaine ou précédée de convulsions avec 
mouvements de pédalages. Au cours des épisodes d’excitation l’animal est dangereux. La mort 




Les fumonisines sont responsables d’œdème pulmonaire chez les porcins (Colvin et al., 1992). 
Les signes cliniques apparaissent très rapidement, 2 à 7 jours après la contamination. On note une 
difficulté à respirer, de la fatigue, et une cyanose. Les lésions observées montrent que les cavités 
thoraciques sont remplies d’un liquide jaune qui coagule au contact de l’air. Les animaux exposés à de 
fortes doses meurent, en général, d’œdème pulmonaire. L’exposition pendant 8 semaines à une 
nourriture contenant 100 ppb conduit au bout de 5 semaines à une baisse du gain de poids (Rotter et 
al., 1996). Lors d’une exposition à des doses 10 fois plus importantes (1000 ppb = 1ppm), il y a 
hypercholestérolémie, atteinte du pancréas et des glandes surrénales. Les enzymes de la fonction 
hépatique sont augmentées : aspartate aminotransférase (ASAT), alcaline phosphatase (ALP), lactate 
deshydrogénase (LDH) (Rotter et al., 1996). La qualité de la viande est affectée, avec accumulation de 
gras (Rotter et al., 1997). Les doses plus faibles engendrent des hépatotoxicoses aiguës. La FB1 affecte 
la fonction immunitaire chez le porc avec une baisse des monocytes et des neutrophiles (Müller et al., 
1999), la prolifération des lymphocytes et l’équilibre des cytokines (Marin et al., 2007). La FB1 accroit 
la sensibilité des porcs aux infections ou les risques d’échec de vaccinations (Oswald et al., 2003 ; 




Chez les poulets, les fumonisines entraînent une immunosuppression (Li et al., 1999). Les 
effets de la FB1 sur les volailles sont d’autant plus importants que leur alimentation est à base de 
maïs.  Perte de gain de poids (GMQ : gain moyen quotidien), nécrose du foie, hyperplasie biliaire et 
atrophie corticale du thymus, diarrhées, rachitisme et mortalité sont autant d’affections qui touchent 
ces animaux (Brown et al., 1992 ; Ledoux al, 1992). D’après Bucci et Howard (1996), il n’y aurait 
pas de passage de la mycotoxine dans les œufs. Weibking et al. (1993a) ont mesuré une augmentation 
de la sphinganine chez les jeunes dindons ayant consommé de la FB1. Cette augmentation est aussi 
observée chez le poussin et les canards exposés à des aliments contaminés par plusieurs dizaine voire 
centaine de mg/kg (Tran et al., 2003; Henry et al., 2000). La plus petite dose entraînant une 
augmentation du rapport Sa/So chez le canard gras est 2mg/kg d’aliment (Tran  et al., 2006). Chez le 
poulet, cette mycotoxine a un effet immunosuppresseur (Chatterjee & Mukherjee, 1994 ; Marijanovic 
et al., 1991).  
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6. Les aflatoxines (AF) 
6.1 Origine et structure des Aflatoxines  
 
A la suite d'une maladie, "Turkey Xdisease", qui affectait la volaille en Angleterre, et plus 
particulièrement les dindons, Sargeant et son équipe (1961) isolèrent de la nourriture des volailles, à 
base d'arachide, une substance capable d'induire expérimentalement la même maladie. C'était le début 
d'une série de recherches qui aboutit en 1965 à l'isolement et à la caractérisation de la structure des 
aflatoxines (Asao et al., 1963 et 1965). 
Les aflatoxines constituent un groupe de 18 composés structurellement proches dont quatre 
constituent les formes les plus couramment rencontrées dans les aliments (B1, B2, G1, G2) et M1 dans le 
lait (figure 13). Les aflatoxines sont produites par des Aspergillii se développant entre autres sur les 
céréales et les oléagineux dans des atmosphères chaudes et humides.  
Trois souches d'Aspergillus sont connues pour leur capacité à synthétiser des aflatoxines, A.flavus 
produit principalement l'AFB1 et AFB2 alors qu'il ne produit habituellement ni AFG1 ni AFG2, bien 
que quelques rares exceptions aient été décrites (Wicklow et Shotwell, 1983). 
 
Figure 13 : Structure chimique des aflatoxines 
 
6.2 Exposition  de l'homme 
 
Les aflatoxines sont généralement trouvées dans des nourritures en provenance de régions 
chaudes et humides, elles ont été détectées dans des produits à base de noix comestibles et leurs 
dérivés (arachides, noix du brésil, pistaches, amandes, noix et noisettes), et de grains (maïs, sorgho, 
millet). L'AFM1, en particulier, est surtout présente dans le lait et les produits à base de lait (pour une 
revue voir Pfohl- Leszkowicz, 1999). 
Les aflatoxines sont aussi retrouvées dans le riz (Nguyen et al., 2007), dans les olives (El 
Aldouni et al., 2006) et dans les noix (Tozlovanu, 2008). 
Les mammifères ingérant une nourriture contaminée par des aflatoxines vont excréter celle-ci 
dans le lait sous forme du métabolite hydroxylé dénommé AFM1. L'aflatoxine M1 est présente dans le 
lait de vache et les produits à base de lait (fromage ; yogourt), mais aussi dans le lait maternel, 
démontrant ainsi le potentiel d’exposition important des nouveau-nés dans certains pays. De l’AFM1 a 
été retrouvée dans le lait de femme mais aussi dans le sang du cordon ombilical et de la mère dans 
plusieurs pays africains (Ghana, Kenya, Nigeria, Gambie, Soudan) ; aux émirats arabes ;  en Chine ; 
en Australie ; et en Thaïlande. Les AF posent également un problème lors de la grossesse puisqu’elles 
traversent la barrière placentaire et se concentrent dans les tissus fœtaux. Le maïs notamment dans les 
régions tropicales et subtropicales est simultanément contaminé par des fumonisines, ce qui peut avoir 
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6.3 Toxicocinétique  
 
L'absorption peut avoir lieu par voie orale et trachéale. Elle est rapide et s'effectue au niveau 
de l'intestin grêle (duodénum). La distribution à partir du plasma dans les hépatocytes est réalisée par 
diffusion passive (Pfohl- Leszkowicz, 1999). 
 Pour être toxique ou mutagène l'AFB1 doit être métabolisée. La métabolisation de l'AFB1 est 
principalement réalisée par l'intervention des cytochromes hépatiques. Elle peut être aussi cooxydée 
par la prostaglandine-H-synthétase (PGHS) et la lipooxygénase. Elle est principalement transformée 
en 8 métabolites : l’époxyde-AFB1, l’AFM1, l’AFB2, l’AFQ1, l’AFP1, l’aflatoxicol, l’aflatoxicol H1 et 
l’aflatoxicol M1. Ces métabolites à l’exception de l’époxyde (AFB1-8,9-exo-époxyde) sont moins 
toxiques que l’AFB1. La figure 14 représente le schéma de la métabolisation des aflatoxines. 
 
 
Figure 14 : Schéma de la métabolisation des aflatoxines (adaptés de Meissonnier et al., 2005) 
 
Une partie de l'AFB1 est éliminée après biotransformation dans la bile (conjugaison au 
gluthation ou au sulfate). La sécrétion biliaire représente 50 % de la dose excrétée chez la plupart des 
espèces animales. 15 à 25 % de la dose ingérée est éliminée par voie urinaire sous forme de dérivés 
conjugués ou sous forme inchangée (Pfohl-Leszkowicz, 1999). 
Cette élimination est lente chez la souris, le rat et le singe. Ceci est entre autre dû au fait que l'AFB1 se 
fixe sur l'albumine sérique. Une petite quantité (1 à 10%) reste fixée de manière covalente aux 
protéines hépatiques plusieurs jours après l'administration de l'AFB1 (Pfohl-Leszkowicz, 1999).  
 Le rat, le canard et la truite sont très sensibles à l’effet cancérogène de l’AFB1 alors que le 
singe, la souris et le hamster sont relativement résistants. Ceci peut être expliqué par la métabolisation 
et notamment les réactions de conjugaison au glutathion (Pfohl-Leszkowicz, 1999). 
Les quantités de métabolites formés et les CYP impliqués dépendent de l’espèce animale et du tissu. 
Chez le rat, cette activation dépend principalement du CYP 2C, mais peut aussi être réalisée par le 
CYP 1A2. 
 
6.4 Effets toxiques  
 
Les effets des aflatoxines sur la santé animale varient suivant l'espèce. Les animaux comme le 
veau, le poulet, le cobaye et le porc sont sensibles  à l'AFB1 alors que la chèvre, le mouton, le rat et la 
souris sont relativement résistants (Patterson, 1970). 
L'AFB1 est la plus toxique, suivie par ordre décroissant de toxicité par l'AFM1, AFG1, AFB2 et l'AFG2. 
 
 




En 1971, l’activité cancérogène des AFs chez l’animal a été prouvée. En 1987, les aflatoxines 
ont été classées par l'IARC dans le groupe 1 « produit cancérogène pour l'homme » en raison des 
différentes études épidémiologiques réalisées chez l'homme en Ouganda, au Swaziland, en Thaïlande, 
au Kenya, au Mozambique, en Chine, aux Etats-Unis et aux Philippines (IARC, 1987). 
Une autre étude (IARC, 1993b), a confirmé le classement des aflatoxines. L'AFM1 est classée dans le 
groupe "2B", considérée comme cancérogène possible pour l'homme (IARC, 1993b). 
L'exposition chronique aux aflatoxines (AF) est responsable de cancers chez diverses espèces 
animales. Non seulement, l’AFB1 mais également les autres aflatoxines (B1, B2, G1, G2) induisent des 
tumeurs hépatiques aussi bien chez la souris que le rat, chez le canard, la truite, le saumon et le singe 
(Castegnaro, 1999 ; IARC, 1993 ; IARC, 2002 ; Pfohl-Leszkowicz, 2009). 
En général, il s'agit de cancer primaire du foie, néanmoins des tumeurs des reins, de la 
vésicule biliaire, du pancréas, de la vessie peuvent avoir lieu ainsi que des leucémies. La fréquence de 
tumeurs rénales et d'adénome du colon, est augmentée en cas de déficience en vitamine A. Le pouvoir 
cancérogène des AF dépend de leur structure chimique. Ainsi l’AFB1 est le plus puissant cancérogène 
hépatique, alors que l’AFG1 induit plutôt des tumeurs rénales. Les cancers primaires du foie sont 
caractérisés par des carcinomes hépatocellulaires, des cholangiosarcomes et des hépatoblastomes. 
L'aflatoxine a un effet co-carcinogène avec le virus de l'hépatite B sévissant souvent dans les mêmes 
zones.  
 
6.4.2 Génotoxicité et mutagénicité.  
 
L’interaction ADN-toxine est le point clef dans le développement du processus de 
cancérogenèse. Il a été clairement démontré, lors d’études expérimentales chez l’animal, que les 
aflatoxines se fixent sur l’ADN et sur les protéines. L’AFB1 après avoir été métabolisée en aflatoxine 
B1-8,9-époxyde va réagir avec la guanine au niveau de l’azote en position N 7 pour donner le trans-
8,9-dihydro-8 (7-guanyl)-9-hydroxy-aflatoxine B1 (Pfohl-Leszkowicz, 1999). Le dosage de cet adduit 
dans les urines constitue une méthode de détection d’une exposition récente à cette substance. Les 




Les aflatoxines sont tératogènes pour le hamster, le rat. L'administration d'une dose unique  
d'aflatoxines provoque des malformations, voire des avortements. Arora et al. (1981) relatent que chez 
les souris CBA gestante, l'administration d'une dose unique d'AFB1 par voie intra-péritonéale 
provoque des anomalies fœtales (exencéphalie saillie de l'intestin), uniquement lorsque l'exposition a 
lieu le 8ème jour de gestation mais pas au jour suivant. 
Des souris gestantes ont été exposées à de l'AFB1 et ou de l'AFG1 quotidiennement (0,8ng AFB1/kg de 
poids corporel (pc) ou 4,8 ng d'AFG1/kg de pc). Les petits de ces souris ont été élevés jusqu'à 6 mois, 
puis sacrifiés en même temps que leur mère. L'AFB1 provoque l'accumulation de graisse et d'acide 
gras dans le foie et est cytotoxique pour le foie et le rein (Ankrah et al., 1993). 
L'AFB1 s'accumule chez le fœtus au niveau des pigments cutanés et au niveau de la muqueuse nasale, 
lors d'une administration en fin de gestation. 
L'effet tératogène est observé aussi chez les embryons de poulet pour lesquels on note un retard de 
croissance, une ex-encéphalie, une microcéphalie, une anophtalmie, un palais fendu (bec de lièvre) et 
une déformation des maxillaires (Vesley et al., 1983). 
 
6.5 Effets des aflatoxines sur les animaux 
6.4.1 Bovins 
Les veaux sont sensibles aux aflatoxines (Vaid et al., 1981 ; Colvin et al., 1984). Des lésions 
hépatiques, correspondant à une cirrhose avec formation d'ascite et gonflement des viscères, sont 
observées chez des veaux ayant ingéré pendant 4 mois des nourritures contenant 2 mg/kg d’AFB1 
(Allcroft & Lewis, 1963).  
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Lynch et al. (1970) décrivent des hyperplasies hépatiques dès la fin du premier mois, puis 
amplification des symptômes le deuxième mois pour aboutir à une dégénérescence au troisième mois. 
Au quatrième mois, il y a prolifération des canalicules biliaires et occlusion de la veine porte. 
L'ingestion de 1,8 mg/kg pc d'AFB1 par des veaux de 44 kg provoque la mort (Lynch et al., 1972). 
Helferich et al. (1986 a) observent une diminution de poids chez des veaux de 250 kg ayant ingéré 
quotidiennement 600 ppb d'AFB1 pendant 155 jours. Par contre, une alimentation contaminée par 300 
ppb d'AFB1 et ingérée par des veaux pendant plusieurs semaines ne provoque pas d'effets (Patterson & 
Anderson, 1982). Une dose de 0,2 ppm d'AFB1 provoque une réduction du gain de poids chez les 
veaux (Pier, 1992). Un effet toxique sur le foie est observé chez les bovins exposé à 100 µg/kg 
d’aliment complet (Garret et al., 1968).  
L’exposition des bovins laitiers à du maïs contaminé à raison de 120 ppb AFB1 conduit à des 
problèmes graves, dont une baisse de la reproduction de 2% pendant 5 mois après l’exposition et une 
baisse de production du lait de 28%  (Guthrie, 1979 ; Corbett et al., 1988) ainsi qu’une perte de poids 
et une atteinte hépatique (Bodine & Mertens, 1983). Il y a aussi naissance de veaux de petite taille et 
en mauvaise santé, diarrhées, mammite, perte d’appétit (Guthrie, 1979). 
L’aflatoxine modifie la fonction du rumen conduisant à une baisse de la digestion de la cellulose et 
d’acides gras volatils (Cook et al., 1986). L’ingestion d’une dose unique de 0,5mg/kg pc bloque la 
motilité du rumen pendant 24h (Trucksess et al., 1983). 
Un autre volet de la contamination en aflatoxine B1 du fourrage est la formation d’aflatoxine M1 
(AFM1) qui est excrétée dans le lait. La quantité d’AFM1 excrétée dans le lait varie entre 1-6% du taux 




L’exposition chronique à des aliments contaminés à raison de 0,14 ppm en AFB1 pendant la 
période de croissance des porcs (20 à 70 kg) conduit à une diminution du gain de poids (Duthie et al., 
1966). L’exposition de porc de 12 kg à une alimentation contenant les 4 aflatoxines (proportion 88% 
AFB1 ; 9% AFB2 ; 2% AFG1 ; 1% AFG2) à raison de 1 ppm conduit au bout de 28 jours à une 
diminution de la prise alimentaire et du gain de poids, ainsi qu’atteinte hépatique (infiltration  
leucocyte, hyperplasie des canalicules biliaires ; cholestase…) (Harvey et al., 1988).  
 
  6.4.3 Volailles 
 
Les aflatoxines ont été découvertes à l’occasion d’un épisode toxique dans les élevages de 
dindes en Angleterre en 1960. La cible principale des aflatoxines est le foie. Une hyperplasie avec 
fibrose et prolifération des canalicules biliaires sont observés chez le canard (0,1ppm) ; dinde (0,3-0,5 
ppm) et le poulet (0,5-2ppm). Ceci s’accompagne d’altérations biochimiques et hématologiques 
(baisse du taux de protéines, cholestérol, triglycérides et augmentation gamma GT, phosphatase 
alcaline et transaminases dans le sang) (Hamilton, 1989). L’ingestion d’AFB pendant 12 semaines 
(0,25 à 2 ppm) entraîne la diminution de la production des œufs. A plus forte dose il y a perturbation 
de la formation de la coquille de l’œuf ; et les œufs sont tachetés de sang (Shirley & Tohala, 1983). 
L’exposition chronique à faible dose peut aussi être problématique (diminution gain de poids, chute de 
ponte). Une analyse approfondie des données disponibles indiquent qu’un aliment contaminé à hauteur 
de 30µg/kg d’aliment entraîne une baisse de l’indice de conversion alimentaire et de la croissance dans 
30% des cas. Une dose de 6µg/kg entraîne ces effets sur 2% des animaux (Hamilton, 1989). 
Très récemment il a été montré qu’une contamination de l’aliment de poulet par 0,5 µg/kg AFB1 ou 
1µg d’Aspergillus flavus ou parasiticus pendant 4 semaines conduisaient dès 7 jours à une réduction 
des poids des animaux ainsi qu’à une baisse significative des globules rouges, de l’hémoglobine, des 
globules blancs accompagné d’une augmentation des lymphocytes et des éosinophiles (Jeff-Agboola 
et al., 2011). L’aflatoxine peut se retrouver dans le foie des volailles. Lorsque les volailles sont 
exposées pendant 8 jours à 3 ppm, on retrouve environ 8 ppb d’AFB1 et 5 ppb d’AFB1 conjugué ainsi 
que 22 ppb de métabolites (AFQ, AFM, AFB2…) et 10 ppb de métabolites conjugués chez la caille. 
Dans les mêmes conditions on retrouve 10 fois moins de résidus dans le foie des canards et 50 fois 
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moins dans le foie du poulet (Bintvihok et al., 2002). Le rapport entre aliment et résidus dans le foie 
est 383 chez la caille et égal ou supérieur à 5769 chez les autres volailles.  
Le passage de l’AF dans les œufs est aussi observé (rapport aliment/œuf =4615) (Bintvihok et al., 
2002). Chez la poule pondeuse l’exposition pendant 4 semaines à 2,5 ppm se solde par la présence de 
4-6 ppb  dans le foie, pas de résidus dans les œufs mais par contre le poids des œufs diminue (Zaghini 
et al., 2005). Les dindes ingérant pendant 11 semaines un aliment contenant 50 -150 ppb accumulent 
un peu de l’AFB1 et AFM1 dans le foie, le rein et le gésier (0,02-0,16 ppb) (Richard  et al., 1986). 
L’AF ainsi que d’autres mycotoxines sont suspectées de provoquer une insuffisance en caroténoïdes 
chez les poulets (Tyczkowsk & Hamilton, 1987a ; Surai & Dvorska, 2005) en altérant l’absorption, le 
transport, la distribution et l’élimination des caroténoïdes avec pour conséquence une dérégulation de 
la biosynthèse des lipides (Riley et al., 1998).  
 
6.4.4 Animaux de compagnie (chat et chien) 
 
Les mycotoxines sont retrouvées dans les aliments pour animaux de compagnie. Beaucoup 
d'intoxication alimentaire chez les chiens ont été associées à la contamination par les aflatoxines. 
 Quand des ingrédients contaminés en AF & OTA sont utilisés dans la production d'aliments, les 
animaux ingérant ces aliments avariés peuvent développer des mycotoxicoses aiguës (Szczech et al., 
1973 ; Kitchen et al., 1977) . 
L'anorexie et la dépression sont les deux symptômes les plus visibles de l'aflatoxicose chez les chiens, 
bien que des cas de morts subites soient aussi signalés. Les chiens sont généralement exposés aux 
aflatoxines de façon accidentelle par le biais de l'inclusion de la contamination du maïs dans les 
procédés de fabrication de l'alimentation animale (Bailey et al., 1959 ; Stenske et al., 2006). Parfois, la 
contamination par l'aflatoxine persiste plusieurs mois avant d'être diagnostiquée, ce qui affecte un 
grand nombre d'animaux. Les chiens exposés à 0,5-1 mg d'aflatoxine/kg de poids corporel (pc) 
meurent généralement en quelques jours, suite à des vomissements, une polydypsie (une soif 
excessive), polyurie et hépatite (Böhm et al., 2005). Des chiens exposés à 0,05-0,3 mg d’aflatoxine/kg 
de nourriture plus de 6-8 semaines ont montré des signes d’anorexie, de léthargie, de jaunisse, une 
coagulation intra vasculaire disséminée puis la mort. (Böhm et al., 2005). 
La sensibilité des animaux de compagnie à l'aflatoxine B1, exprimée en DL50, varie 
considérablement : lapins (0,3 mg/kg de poids corporel (pc)), vison (0,5-0,6 mg/kg  pc), chats 
(0,55mg/kg pc), chiens (1mg/kg pc), les cobayes (1,4-2 mg/kg pc) les souris (9 mg/kg pc) et les 
hamsters (10,2 mg/kg pc) (Chu et al., 2002). 
 
7. Le désoxynivalénol (DON) 
7.1 Origine et structure du désoxynivalénol (DON) 
 
Le DON est une mycotoxine de la famille des trichothécènes B, contaminant naturel des 
céréales et de leurs produits dérivés. Le DON a été isolé pour la première fois par une équipe 
japonaise à partir d’orge infectée par Fusarium graminearum (Morooka et al., 1972 ; Kushiro, 2008). 
C’est à la suite de vomissements constatés chez des porcs ayant consommé du maïs contaminé par ce 
même champignon, que Vesonder et al. (1973) ont caractérisé le composé actif comme étant un 
trichothécène et lui ont donné le nom de « vomitoxine ».  
Les trichothécènes sont une grande famille de mycotoxines (figure 15) composées de 4 groupes : 
- Groupe A : constitué par les trichothécènes qui n’ont pas de fonction cétone en C8. Les plus 
importants sont la toxine T-2, la toxine HT-2 et le diacétoxyscirpénol (DAS). 
- Groupe B : constitué par les trichothécènes ayant une fonction cétone en C8. Les plus importants 
sont le désoxynivalénol (DON) et ses formes acétylées, le nivalénol (NIV), et la fusarénone-X (FX). 
- Groupe C : constitué par les trichothécènes ayant un époxyde supplémentaire en C7 comme la 
crotocine. 
- Groupe D : constitué par les trichothécènes ayant un macrocycle entre C4 et C15. Les plus 
importants sont les verrucarines, les roridines et les satratoxines. 
Les groupes A et B et notamment les toxines T-2, HT-2 et le DON sont les plus fréquents en termes de 
prévalence naturelle.  
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Le DON est un composé polaire organique, sesquiterpénique (15 atomes de carbone), 
possédant un squelette tricyclique, appelé trichothécane, formé d’un cyclopentane, d’un cyclohexane, 
d’un cycle à six chaînons oxygénés et de groupements méthyles. Il possède une double liaison en C9-
10, une fonction cétone en C8 ainsi qu’un groupement époxyde en C12-13 caractéristique des 12,13 
époxy-trichothécènes (Vidal, 1990). Comparé aux autres trichothécène B, Le DON présente un 
groupement hydroxyle (OH) en C3 et en C7 (figure 16). Les  3 groupes hydroxyle libres (-OH) sont 
associés à sa toxicité.  
 
Figure 15 : Structure chimique des tricothécènes 
 
Figure 16 : Structure chimique du DON 
 
Il n’est pas dégradé pendant les procédés de moutures de  grains, de stérilisation du lait (15 
minutes à 118°C) ou de cuisson des aliments. Le DON est  stable à 120°C, modérément stable à 180°C 
et se décompose en 30-40 minutes à 210°C  (Vidal, 1990 ; Hughes et al., 1999). Le taux de DON est 
réduit dans les pâtes cuites et les  nouilles, car il y a lixiviation du DON dans l'eau de cuisson 
(Manthey et al., 2004 ; Sugita-Konishi et al., 2006 ; Visconti et al., 2004), Aucune réduction de la 
concentration en DON n’a été observée lors de la friture des aliments. 
Le DON est produit par les champignons Fusarium graminearum et Fusarium culmorum, dont 
le développement est favorisé par certaines conditions de température et d’humidité. Lors d’une 
infection par Fusarium spp, le blé présente un aspect mou et ratatiné, souvent décoloré en rose. Sur les 
grains, le champignon est visible comme une moisissure rougeâtre sur la pointe de l’épi. Ces 
moisissures sont capables de résister à des conditions climatiques rigoureuses et leurs productions de 
toxines sont fortement stimulées par un passage à basse température ainsi qu’une grande humidité 
ambiante. Ces événements peuvent survenir en culture ou durant les récoltes, mais aussi lors d’un 
stockage en condition humide avant le séchage des grains (Pour un article général Sobrova et al., 
2010). 
 
7.2 Exposition de l’homme 
 
Parmi l’ensemble des mycotoxines produites par Fusarium spp, le DON est un des 
contaminants les plus fréquents du blé, de l’orge et du maïs et, selon un rapport de la FAO (Food 
Agricultural Organisation), le plus largement répandu à travers le monde dans les denrées alimentaires 
(JECFA, 2007). A titre d’exemple, aux Etats Unis, des analyses faites entre 1993 et 2003, sur 2106 
lots d’orge et 2524 de blé, ont montré que 47,1% et 40,4% des lots d’orge et de blé, respectivement, 
présentaient une contamination en DON supérieure à 1000 µg/kg (ppb) de céréales. Une étude réalisée 
en Russie sur 2166 échantillons de céréales prélevés entre 1989 et 2001 a montré que 69% des lots 
étudiés étaient contaminés par du DON (Tutelyan, 2004). Une étude réunissant l’ensemble des 
résultats relatifs aux contaminations de plusieurs récoltes céréalières issues de 12 pays européens a 
montré que 57% de 11022 échantillons de céréales (blé, orge, maïs, avoine, seigle) étaient contaminés 
par le DON, dont 7% avec des concentrations supérieures à 750 ppb (SCOOP, 2003). 
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Le DON a été détecté également dans le sarrasin, le sorgho, le maïs soufflé et d'autres aliments 
pour alimentation humaine, comme la farine, le pain, les pâtes, la bière et le malt, bière (Pestka et 
Zhou, 2000). Il a été également retoutouvé dans la bière, les œufs et le lait de vache (Schothorst et 
Jekel, 2003 ; Papadopoulou-Bouraoui et al., 2004 ;  Sypecka et al., 2004 ; Keese et al., 2008).  
 
7.3 Toxicocinétique du DON 
 
Le DON présente une biodisponibilité rapide chez les rongeurs. 37% d’une dose par voie orale 
de DON ont été retrouvés dans les urines de rat 24 heures après ingestion (Meky et al., 2003). 
Chez la souris, les profils cinétiques de la distribution du DON dans le plasma, le rein et le foie sont 
semblables, avec une décroissance rapide suivie d’un palier à 24 heures (Azcona-Olivera et al., 1995). 
Comme pour les autres trichothécènes, la métabolisation du DON met en jeu des réactions de 
désestérification, de dé-époxydation et de conjugaison. La dé-époxydation représente l’étape la plus 
importante dans la détoxification du DON, car privé de son époxyde, ce dernier n’est quasiment plus 
toxique. Après ingestion, le DON est dé-époxydés en DOM-1 (dé-époxydéoxynivalenol-1), par la 
flore intestinale et non par les microsomes hépatiques. Le DOM-1 est 50 fois moins toxique que la 
toxine d’origine (Worrell et al., 1989; Eriksen et al., 2003 ; Swanson et al., 1988).Cette aptitude 
naturelle de la flore intestinale à dé-époxyder le DON comme d’autres trichothécènes B plus ou moins 
efficacement pourrait expliquer en partie les sensibilités différentes à ces toxines selon les espèces 
(Sundstol Eriksen et al., 2004). En effet, le DON est peu métabolisé par la microflore intestinale du 
porc, qui est l’espèce animale la plus sensible à cette mycotoxine (Prelusky et al., 1988).  
 
7.4 Effets toxiques du DON  
 
L’étude de l’impact des trichothécènes sur le système immunitaire a fait l’objet de nombreux 
articles généraux (Rotter et al., 1996 ; Pestka et al., 2004 ; Pestka, 2008). Plusieurs cas de 
mycotoxicoses chez l’homme et des animaux d’élevage ont été attribués à la consommation de 
céréales contaminées par du DON au Japon (Morooka et al., 1972). En Inde, le DON a également été 
mis en cause en tant qu’agent étiologique dans des intoxications chez des habitants de la vallée du 
Kashmir ayant consommé du pain  fabriqué à partir de blé moisi (Bhat et al., 1989). Les symptômes 
de la maladie sont des nausées, des douleurs gastriques, des vomissements et des irritations au niveau 
de la gorge. L’ingestion de céréales contaminées par le DON a été associée à des intoxications sévères 
dans diverses parties du monde (Bhat et al., 1989 ; WHO, 1990).  
Le DON module l’activité des transporteurs intestinaux. Il affecte l'absorption des nutriments 
dans les cellules intestinales épithéliales humaines. L'inhibition de la synthèse protéique et l'induction 
de l'apoptose sont les principaux mécanismes de la toxicité de DON dans les cellules intestinales 
humaines (Maresca et al., 2002). 
 
7.4.1  Cancérogénicité 
 
Le DON a été placé par l'Agence Internationale de Recherche sur le Cancer (CIRC) en 1993 
dans le groupe 3, c’est-à- dire ne présentant pas suffisamment de preuves expérimentales ou 
épidémiologiques pour apprécier sa carcinogénicité. Une étude de cancérogénicité chez les souris n’a 
montré aucune augmentation des incidences de cancers. Chez les males, il y avait même une 
diminution de l’incidence des néoplasmes du foie (Iverson et al., 1995).  
 
7.4.2  Génotoxicité et mutagénicité 
 
Le DON ne provoque  pas d’augmentation de la fréquence des mutations chez les bactéries ou 
dans les cultures cellulaires mais a un effet clastogène (Knasmuller et al., 1997) ; aussi bien dans les 
cellules de hamster chinois (Hsia et al., 2004) que dans les cellules Vero ® (cellules rénales de singe 
vert (Sun et al., 2002).  L’exposition des cellules humaines de l’intestin (Caco-2) augmente de manière 
dose-dépendante (0,01-0,05 µM) la formation de comètes (Bony et al., 2007). 
  




Chez le rat, l’administration de 20 ppm de DON aux mâles et femelles Sprague-Dawley de 60 
et 15 jours respectivement, n’a montré aucune altération particulière des organes génitaux mais une 
baisse de fertilité. Seulement 50% des accouplements entre les rats du groupe nourri avec le DON ont 
abouti à une grossesse, contre 80% dans les groupes témoins (Morrissey & Vesonder, 1985). Des 
souris femelles NMRI âgées de 3 mois, ont reçu une injection intra-péritonéale de DON (3,3 ;  4,2 ; 5 
ou 10 mg/kg) aux jours de gestation 7 et 9 ou 1,6 ; 2,5 ; ou 3 mg/kg quotidiennement au 7-10ème  jour 
de gestation. Les 2 doses les plus élevées en DON ont provoqué la mortalité maternelle. Les effets 
tératogènes observés sont au niveau cérébral : l’exencéphalie (absence de voûte crânienne), défaut de 
formation du tube neural. Des anomalies squelettiques ont également été observées (Debouck et al., 
2001).  
 




Chez les animaux, les mycotoxicoses associées au DON sont principalement décrites chez le 
porc, les autres animaux étant beaucoup moins sensibles à son ingestion. Les  principaux symptômes 
sont liés à un refus alimentaire et à des vomissements. La microflore de son tube digestif ne possède 
pas toujours la capacité de détoxifier la molécule (Eriksen et al., 2003). La dose minimale qui par voie 
orale entraîne un effet émétique est de l’ordre de 50 à 200 µg/kg de poids corporel (Pestka et al., 
1987b ; Larsen et al., 2004 ; Schlatter, 2004). Le plus souvent, ces effets sont temporaires et cessent 
avec l’exposition (He et al., 1993 ; Eriksen & Pettersson, 2004). Eriksen et Pettersson (2004) 
préconisent une dose limite pour le porc de 0,3 mg de DON/kg d’aliment. 
Durant l’été 1986 en Argentine, des porcs nourris avec plus de 40% de blé, après une saison 
froide et humide, ont  présenté un refus alimentaire sévère associé à une chute de croissance des 
animaux. Les  analyses ont démontré la présence de nombreuses souches de Fusarium et de niveaux 
de contamination variable de DON (1-20 ppm) dans le blé. Une étude expérimentale a démontré le 
rôle du DON dans le refus de l’aliment, entraînant également une congestion de la muqueuse de 
l’estomac et de l’intestin grêle, une dégénérescence hydropique des hépatocytes et une vacuolisation 
des cellules du tubule contourné distal (Marpegan et al., 1988). 
 
7.5.2 Volailles 
Les volailles sont moins sensibles. L’ingestion de nourriture contaminée par  8 ppm de DON, 
ne provoque aucun problème aux volailles. Lors d’un essai où des poules ont été nourries avec 82,7 
ppm en DON pendant 27 jours, aucun effet n’a été observé, ni sur les performances zootechniques, ni 
sur l’apparition de lésions. Par contre l’exposition de poulets à de la nourriture contenant 1mg/kg de 
DON a montré une inhibition du transport du glucose et une diminution de la surface de la paroi 
intestinale (Awad et al., 2011). Ce qui se solde par une malabsorption du glucose. Un faible taux de 
DON (2,6–17,9 ng/g) et de son métabolite déepoxy-DON (DOM-1 ; 2,4–23,7 ng/g) ont été retrouvés 
dans des œufs collectés en 2006 & 2007 chez des fermiers belges. L’ingéré calculé de DON sur la 
base de ces résultats contribue pour moins de 1% à la dose tolérable journalier de 1µg/kg pc établie 
par le JECFA (2007). Le DAS et la T-2 induisent des effets chez le poulet pour des doses de 1 ppm 




Les ruminants sont quasiment insensibles aux trichothécènes puisque l’exposition pendant 6 
semaines de 6,4 ppm de DON (Trenholm et al., 1985) ou 66 ppm pendant 5 jours (Côté et al., 1986) 
n’entraînent aucun effet, ni sur le gain de poids, ni sur la prise alimentaire ou la production de lait. 
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8. La multi-contamination par  mycotoxines 
 
L’esposition aux mycotoxines par la chaîne alimentaire s’effectue soit par consommation 
directe des matières premières (arachides, pistaches, amandes, fruits secs…) soit indirectement par 
ingestion des produits dérivés (par ex. produits issus de la panification, céréales pour le petit-
déjeûner). Les procédés de conservation (stérilisation, pasteurisation, lyophilisation, congélation…), 
s’ils agissent sur les moisissures, ne permettent pas de détruire, ou très peu les mycotoxines 
(Bullerman & Bianchini, 2007).  
La présence des mycotoxines est différente selon les régions du globe, mais il s’agit d’un 
problème mondial de par les approvisionnements en matières premières et les échanges  commerciaux. 
Les moisissures toxinogènes peuvent se développer sous tous les climats, sur tous les supports solides 
ou liquides dès l’instant qu’il y a des éléments nutritifs, de l’humidité (activité en eau (Aw) supérieure 
à 0,6), d’où la grande variété des substrats alimentaires pouvant être contaminés. 
Les mycotoxines les plus répandues dans les denrées alimentaires ainsi que leurs champignons 
producteurs sont présentés sur la figure 17.  
 
Figure 17 : Diversité des mycotoxines  (site internet  de l’INRA) 
 
8.1 Facteurs influençant la production des mycotoxines 
8.1.1 OTA 
 
La formation d'OTA dépend du pouvoir toxinogène de la souche de moisissure, du type de 
substrat et de la localisation géographique. Les conditions de production de l’OTA sont propres à 
chaque moisissure et leurs maîtrises passent essentiellement par les bonnes pratiques de séchage et de 
stockage des grains et des fruits au sec. Cette toxine existe surtout en Europe et dans les régions à 
température modérée. Dans les régions tempérées, l’OTA est plutôt produite par des Penicillia, alors 
que dans les régions chaudes, ce sont plutôt les Aspergillii qui la synthétisent.  
En Europe et au Canada, P. verrucosum est considérée comme la principale moisissure 
productrice d’OTA dans les céréales (JEFCA, 2002). 
D'abord décrite comme métabolite d’Aspergillus ochraceus (Van der Merwe et al., 1965a ; 
1965b), il a été montré depuis que l'OTA pouvait être produite par d'autres espèces d'Aspergillus, en 
particulier A.carbonarius. A. niger produit également de faibles taux d'OTA. Il a été recherché les 
espèces d’Aspergillus présentes dans les aliments pour animaux (153 échantillons de céréales et 
légumineuses et 147 échantillons d'aliments composés). 94,4 % des échantillons de légumineuses et 
89,9 % des aliments composés étaient contaminés par des Aspergillii contre seulement 53,3 % pour les 
céréales. A. niger représentait 23 % des espèces isolées et A. ochraceus 7,3 %. Seules 3 souches sur 52 
d'A.niger et une souche sur 20 d'A.ochraceus étaient productrices d'OTA. Les souches de Penicillium 
verrucosum (anciennement nommé P. viridicatum) sont les plus productrices (Pour une revue générale 
voir rapport AFSSA, 2009). 
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Aspergillus ochraceus est décrit comme étant mésophile xérotolérant. Sa croissance est 
observée entre 8 et 37°C avec un optimum entre 24 et 31°C. Les conditions d'humidité les plus 
favorables sont toutefois de l'ordre d’une Aw de 0,5 à 0,95. A. ochraceus est retrouvé dans divers 
produits alimentaires d’origine végétale peu hydratés comme les produits secs (haricots secs, graines 
de soja, épices, olives, fruits secs, noix de pécan, pistaches, cacahuètes et noisettes) et dans les céréales 
(riz, avoine, maïs). A. ochraceus a aussi été retrouvé dans des produits d’origine animale comme des 
fromages, salaisons, poissons ou viandes séchés. 
La croissance d’A.carbonarius est négligeable à 10°C quelle que soit le taux d’humidité. La 
croissance optimale est obtenue à des températures comprises entre 25 et 35°C. La température 
optimale de production d’OTA est de 15°C alors qu'à la température optimale de croissance du 
champignon peu d’OTA est produite. L’Aw optimale pour la production d’OTA est compris entre 0,93 
et 0,98 (Rapport AFSSA, 2009). 
Penicillium verrucosum croît lentement pour une faible activité en eau (Aw inférieur à 0,80) et 
à basse température, entre 0 et 31°C avec un optimum à 20 °C, ce qui explique une distribution 
confinée aux zones tempérées ou froides. Les supports potentiels de développement de P. verrucosum 
sont les céréales en Europe Centrale, du Nord et au Canada. Cette moisissure est pratiquement 
inconnue dans les régions chaudes. La contamination est plus importante dans les pays d'Europe 




Une étude permet de mettre en évidence l’influence de l’activité en eau (Aw) sur la croissance 
de Penicillium citrinum et l’accumulation de citrinine dans le blé. La citrinine n’est pas détectée pour 
une Aw inférieure à 0,8. En revanche, quand l’aw augmente la citrinine est produite plus précocement 
et à des teneurs plus élevées (on passe d’un niveau de production de 65 µg/kg pour une Aw de 0,81 à 
22 mg/kg pour une Aw de 0,885) (Rapport AFSSA, 2009). 
 
8.1.3 AF  
 
Les conditions les plus favorables pour un développement d’A.flavus et une production 
d’aflatoxines sont une activité en eau (Aw) de 0,84-0,86 et une température comprise entre 25 et 40°C. 
Ces proliférations fongiques et les productions d'aflatoxine ont lieu au champ et au cours du stockage. 
Au champ, les insectes attaquent la surface des grains facilitant l’accès de la moisissure aux structures 
internes qui contiennent les nutriments et augmente le risque de contamination de la partie comestible. 
Un tel scénario ne concerne pas seulement les zones tropicales et les cultures d’arachide mais aussi les 
zones tempérées et certaines cultures comme le maïs, lors de saisons particulièrement chaudes et 
sèches. Un maïs récolté en 2003 (été caniculaire) dans un pays d’Europe méridionale, a présenté une 
contamination par l’AFB, inhabituelle sous cette latitude et révélée par la présence d’AFM1 dans le lait 
de vache. Un tel cas (mêmes céréale et pays) s’est reproduit en 2005. Une enquête réalisée aux Etats-
Unis en 1988, qui était également une année inhabituellement chaude et sèche dans la zone 
septentrionale (7 états du Middle West), a montré que 8% des maïs récoltés dans cette zone 
contenaient des aflatoxines (Rapport AFSSA, 2009). 
 
8.1.4 DON   
 
 Le premier facteur de risque de production de fusariotoxines, notamment de DON dans le blé 
tendre (Triticum aestivum) et les céréales, est la pluie au moment de la floraison, voire dans les 
semaines qui suivent la floraison. (Rapport AFSSA 2009). 
Le DON est un des contaminants les plus fréquents du blé, de l’orge et du maïs et, selon un rapport de 
la FAO (Food Agricultural Organisation). Il est largement répandu à travers le monde dans les denrées 
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8.1.5 ZEA  
 
La ZEA est produite par les champignons toxinogènes en même temps que d’autres toxines, 
notamment les trichothécènes, au cours de la maturation des grains de céréales lorsque les conditions 
climatiques sont mauvaises (exposition des épis aux intempéries) dans les régions tempérées 
d’Europe, d’Amérique et d’Asie (Rapport AFSSA, 2009). 
 
8.1.6 FB  
 
 Les fumonisines des céréales semblent être produites quasi exclusivement au champ, sur maïs 
et sorgho par des espèces de F. verticillioides (anciennement F. moniliforme) et F. proliferatum. Les 
facteurs de variation sont moins bien connus que ceux concernant les autres fusariotoxines. 
La présence importante de fumonisines est liée à des températures estivales élevées, comme on a pu le 
constater en France certaines années : ainsi, les maïs cultivés dans la partie septentrionale sont peu ou 
pas concernés par les fumonisines, alors que ceux cultivés dans la partie méridionale peuvent l’être. 
Les maïs cultivés en Europe du Sud seraient particulièrement exposés à la contamination par les 
fumonisines (Rapport AFSSA, 2009). 
 
 
8.2 La présence de plusieurs mycotoxines dans les aliments  
 
La multi-contamination de denrées par les mycotoxines est fréquente (multi-production de 
différentes mycotoxines par une même espèce ou production d’une seule mycotoxine par plusieurs 
espèces de moisissures simultanément). Il est donc fréquent de trouver plusieurs mycotoxines sur un 
même aliment, en particulier sur les céréales, vecteurs de mycotoxines très importants (voir tableau 4). 
Les mycotoxines étant peu métabolisées par les organismes vivants, elles peuvent également se 
retrouver dans les produits d’origine animale (lait ou produits laitiers, charcuterie…). L’AFM1, 
métabolite de l’AFB1 se retrouve dans le lait de vache (Zinedine et al., 2006b).  
 
Tableau 4 : Principaux champignons, mycotoxines et denrées associées (adapté de l’AFSSA, 2009) 
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Il existe plusieurs combinaisons de mycotoxines, les plus fréquemment rencontrés  dans les 
produits végétaux sont résumés dans le tableau 5. 
 
Tableau 5 : les combinaisons de mycotoxines les plus fréquemment rencontrés dans les végétaux. (Adaptés de 
Speijers et al., 2004) 
Mycotoxines  Références  
Ochratoxine et citrinine Pohland et al., 1992; Vrabcheva et al., 2000 
Ochratoxine et zéaralenone Halabi et al., 1998 
Ochratoxine et acide pénicillique  Stoev et al., 2001 
Ochratoxine et aflatoxines B1 Sedmikova et al., 2001 
Ochratoxine A et fumonisine Domijan et al., 2005 
Patuline et Citrinine Martins et al., 2002 
Fumonisine B1 et moniliformine Gutema et al., 2000 
Aflatoxine B1, fumonisine B1, zéaralenone, désoxynivalenol, 
nivalénol 
Sardjono et al., 1998; Eskola et al., 2001; Gonzalez et 
al., 1999 
Désoxynivalenol, nivalénol, diacetoxyscirpenol, 
T-2, HT-2, et autres trichothecenes 
Eskola et al., 2001; Pronk et al., 2002 
 
 
Certaines mycotoxines entraînent une toxicité aiguë très marquée (exposition unique à une 
dose mortelle). Toutefois, en Europe, ce type d'exposition est exceptionnel. L'exposition répétée à de 
faibles doses (effets chroniques), est la plus redoutée en raison des habitudes alimentaires ainsi que du 
pouvoir de rémanence de ces toxines. 
 
8.3 Effets de la multi-contamination par les mycotoxines 
 
L’effet de chaque mycotoxine prise individuellement est largement étudié. Cependant, l’effet 
de la multi-contamination est encore mal connu. L’effet toxique de chaque mycotoxine sur le porc est 
résumé dans le tableau 6. 
 
Tableau 6 : Les effets toxiques des mycotoxines sur le porc 
Mycotoxines du champ Mycotoxines de stockage Symptômes 
FB1 ZEA DON AFB1 OTA 
Atteinte des performances (croissance, anorexie) +  +++ ++ + 
Atteintes hépatiques ++   +++ + 
Atteintes rénales +    +++ 
Trouble de la reproduction (avortement, infertilité) + +++   ++ 
Œdème pulmonaire +++     
Atteintes du système immunitaire +++ + ++ +++ + 
 
Ces dernières années, certains auteurs ont étudié l’effet combiné de certaines mycotoxines 
(Speijers et al., 2004), notamment l’effet combiné de l’AFB et de  l’OTA (Verma et al., 2002 et 2007; 
Sandhu et al., 1995; El Golli-Bennour et al., 2010 ; Imperato et al., 2011) ; de l’AFB et de la 
FB (Ogido et al., 2004 ; Bernabucci et al., 2011 ; McKean et al., 2006) ; de la FB et la ZEA et l’OTA 
(Domijan et al., 2005),  et de l’OTA et la CIT (Molinié, 2004 ; Tozlovanu, 2008 ; Pfohl-Leszkowicz et 
al., 2008 ). 
 
8.3.1 Etudes in vivo 
 
Récemment, il a été confirmé que dans les familles souffrant de BEN, les aliments étaient plus 
fréquemment et fortement contaminés en OTA, mais aussi en citrinine que dans les familles non 
affectées (Pfohl-Leszkowicz et al., 2002 ; 2007). De plus des adduits spécifiques liés à l’OTA et à la 
CIT sont observés dans les tumeurs (Pfohl-Leszkowicz et al., 2007 ; Pfohl-Leszkowicz, 2009). La CIT 
modifie la distribution et l’élimination de l’OTA et augmente les effets toxiques (Molinié, 2004 ; 
Pfohl-Leszkowicz et al., 2008a).  
Certains auteurs mettent en avant un effet synergique, d’autres un effet additif ou antagoniste 
selon la combinaison et selon les toxines étudiées. L’effet diffère aussi selon l’espèce animale et selon 
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l’organe (Speijers et al., 2004). La combinaison entre l’OTA et la CIT entraîne une interaction 
additive chez les lapins blancs (Kumar et al., 2007) ; et des effets synergiques (Pohland et al., 1992). 
Parmi les cas signalés, certains éleveurs australiens ont constaté un refus de s’alimenter  chez 
des porcelets, une diminution de consommation alimentaire des porcs plus âgés accompagnée d’une 
apparition de vulves rouges et œdémateuses chez plusieurs truies de 30-50kg. Les recherches 
effectuées sur l’aliment ont révélé la présence de ZEA et de DON dans les céréales, concluant à une 
double intoxication des animaux, la ZEA provoquant les symptômes d’oestrogénisme et le DON le 
refus de l’aliment (Moore et al., 1985).  
Les différentes combinaisons de trichothécènes montrent principalement des effets additifs, 
même si un antagonisme a été observé in vivo entre la toxine T-2 et le DON (Eriksen & Pettersson, 
2004 ; Larsen et al., 2004). Chez la poule, la combinaison de la toxine T-2 (2mg/kg d’aliment) et du 
DAS (2mg/kg d’aliment) pendant 24 jours montre des effets additifs sur la prise alimentaire et les 
lésions orales (Diaz et al., 1994). De nombreuses études mettent aussi en évidence des interactions 
positives lorsque plusieurs fusariotoxines sont présentes dans des céréales ou des aliments, notamment  
sur le gain de poids. La combinaison de la FB1 et de la moniliformine (100-200 mg/kg d’aliment) a 
une action supérieure chez le poulet que les molécules seules (Ledoux et al., 2003). 
La co-contamination ZEA-acide fusarique augmenterait leur taux de transfert dans le lait de 
rate de 2 et 5 fois chacun (Porter et al., 1998). Les interactions peuvent varier selon les espèces. Alors 
que le DON et la FB1 ont un effet synergique sur le poids chez le porc, cet effet s’avère additif chez les 
poussins (Harvey et al., 1996 ; Kubena et al., 1997a). Des essais montrent une synergie entre la FB1 et 
l’AFB1 sur la diminution de la croissance des agneaux (Harvey et al., 1995a; 1995b).  
 La présence simultanée de mycotoxines ne conduit par systématiquement à une aggravation 
des symptômes. Ainsi l’exposition à 0,35 ppm et 0,75 ppm (mg/kg d’aliment) d’AFB1 avec 
respectivement 1 ppm et 2 ppm d’OTA chez des porcs, pendant quarante deux jours ne modifie pas la 
sévérité des lésions hépatiques qui sont similaires à celles décrites lors d’aflatoxicose alors que les 
lésions rénales sont moins sévères que celles observées chez les animaux exposés à l’OTA seule 
(altération dégénérative des tubules rénaux, fibrose corticale, augmentation des concentrations 
sériques de créatinine et d’urée) (Tapia & Seawright, 1985). 
Harvey et al. (1989) ont observé un phénomène identique chez des porcs exposés à une association 
d’aflatoxine (2mg/kg, AFB1 79%, AFG1 16%, AFB2 4%, AFG2 1%) et l’OTA (2 mg/kg) pendant vingt 
huit jours. Ils ont observé une diminution de la sévérité des lésions rénales comparée aux animaux 
exposés à l’OTA seule. Ces deux études concluent à une interaction des aflatoxines et de l’OTA au 
niveau rénal qui tendrait à limiter le développement des lésions. Les auteurs proposent l’hypothèse 
d’une interférence de l’AFB1 sur les sites de liaison de l’OTA. Par contre, il y aurait une absence 
d’interaction au niveau hépatique puisque les lésions sont similaires à celles développées lors d’une 
aflatoxicose simple (Harvey  et al., 1989). 
A l’inverse l’exposition simultanée à l’aflatoxines (AFB1 79%, AFG1 16%, AFB2 4%, AFG2 
1% : 2,5 mg/kg) et à la  FB1 (100 mg/kg)  met en évidence une synergie d’action. Les animaux ont une 
prise alimentaire et un gain de poids significativement inférieurs à ceux observés après 
l’administration d’aflatoxines seules ainsi qu’une augmentation des phosphatases alcalines et 
transaminases (AST) plasmatiques (Harvey et al., 1995b). D’autres études ont confirmé l’effet 
synergique de l’association de ces deux toxines sur la prise alimentaire (Harvey et al., 1995 ; Dilkin et 
al., 2003 ; Meissonnier et al., 2005) 
  
8.3.2 Etudes in vitro 
 
La fragmentation de l'ADN des cellules intestinales humaines Caco-2 est d'autant plus 
importante lorsque la ZEA (10µM) est mélangée au DON (10µM) (Kouadio, 2007). 
Dans la souche Salmonella typhimurium TA98, la combinaison de DON et d'AFB1 est plus 
mutagène que l'AFB1 seule (Tajima et al., 2002).   
Les mycotoxines masquées représentent un autre aspect de la complexité du problème posé 
par les mycotoxines. Ce sont tout d’abord des mycotoxines conjuguées, liées de manière covalente à 
une autre molécule polaire organique, pour former des glycosides ou glucuronides, et issues de la 
métabolisation de la mycotoxine au niveau des plantes. Les mycotoxines conjuguées restent cependant 
biologiquement actives puisqu’elles peuvent être libérées durant la digestion ou durant certains 
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procédés de transformation des aliments. Leur caractère masqué provient du fait que les mycotoxines 
conjuguées échappent à la détection durant les campagnes d’analyse et ne peuvent être extraites en 
utilisant les procédures analytiques de routine. Ce type de mécanisme est donc responsable de la 
minimisation de la teneur réelle en mycotoxines d’un aliment. D’où, dans des situations réelles, 
l’observation d’effets chroniques ou pathologiques non expliqués par le niveau de mycotoxines 
mesuré par les techniques de routine, minimisant la partie masquée des mycotoxines présentes dans 
l’aliment celles-ci pouvant constituer dans certains cas près de 50 % de la quantité totale des 
mycotoxines présentes (Yiannikouris, 2009). 
A titre d’exemple, La zéaralènone est produite dans le blé sous forme libre mais également sous forme 
du conjugué zéaralènone-4-β-D-glucoside (42% des échantillons positifs analysés) à des 
concentrations variant entre 17 et 104 µg/kg pour des teneurs en zéaralènone de 10 à 860 µg/kg. Les 
métabolites naturels (α et β zéaralènols) sont également présents dans les céréales contaminées 
(Rapport AFSSA, 2009). 
 
D’autre part, les données de contamination sont souvent très disparates en raison des 
difficultés d'échantillonnage, et des difficultés de dosage. En effet, les mycotoxines sont souvent 
distribuées d’une manière très hétérogène dans les produits végétaux. La qualité de l'échantillonnage a 
une influence primordiale sur le résultat analytique. 
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1. Métabolisation des xénobiotiques 
1.1 Généralités 
 
L’être humain tout comme les animaux sont soumis quotidiennement via l’air, l’eau ou la 
nourriture à des substances exogènes d'origines diverses, appelées xénobiotiques. Ces composés 
peuvent être des substances naturelles, des médicaments et des polluants de l'environnement: toxines 
végétales (mycotoxines ; alcaloïdes) et animales (venin), dérivés des combustibles domestiques et 
industriels, solvants, colorants, additifs alimentaires, pesticides, herbicides, etc…  
Les principales voies de distribution, d’absorption et d’excrétion des molécules toxiques sont 
résumé dans la figure 18. 
 
 
Figure 18 : Principales voies de distribution, d’absorption et d’excrétion des molécules toxiques (d’après Pussa, 
2007) 
 
Les molécules hydrophobes ont tendance à s'accumuler dans les lipides des membranes 
cellulaires. Leur élimination ne peut avoir lieu qu’après transformation en dérivés plus hydrophiles. Le 
processus se déroule selon trois phases regroupant différentes enzymes de biotransformation (phases I 
et II) présentés dans le tableau 7, et des transporteurs (phase III) (Pour une revue voir Pfohl-
Leszkowicz, 2008). 
Les réactions de phase I, dites de fonctionnalisation, permettent la révélation d'une fonction 
chimique nouvelle (-OH, NH2, COOH) rendant la molécule plus polaire. Les plus fréquentes sont des 
réactions d'oxydation, mais peuvent également être des réactions d'hydrolyse, de réduction ou de 
déhalogénation. Ces réactions sont essentiellement catalysées par les mono-oxygénases mixtes à 
cytochromes P450 (CYP), les peroxydases (cyclooxygénase COX ; lipooxygénase (LOX) ainsi que la 
quinone réductase (NQO). 
Les réactions de phase II, dites de conjugaison, consistent en l'ajout d'un radical hydrophile soit 
directement sur le xénobiotique inchangé, soit sur les métabolites "fonctionnalisés" générés par la 
phase I. Ces réactions de conjugaison en augmentant l'hydrophilie de la molécule, facilitent son 
transport et son élimination par les voies rénale et biliaire. Les radicaux hydrophiles conjugués sont 
des petites molécules endogènes polaires telles que le glutathion, l'acide glucuronique, le sulfate, les 
groupements méthyle, acétyle, des acides aminés. Ces réactions de conjugaison sont catalysées par 
différentes transférases (glutathion-S-transférases (GST); UDP-glucuronosyl transférases ; 
sulfotransférases…).  
Les enzymes de phase III permettent l'élimination des conjugués hydrophiles. Ce sont 
essentiellement des glycoprotéines membranaires permettant le transport actif des xénobiotiques et des 
conjugués de la phase II hors de la cellule (Silverman 1999). Ils participent à l'excrétion de ces 
molécules hors de l'organisme par la voie biliaire (Stieger & Meier, 1998). 
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Généralement, le produit de biotransformation, appelé métabolite, est un composé 
biologiquement inactif dont l'excrétion est favorisée au niveau rénal ou biliaire. Toutefois, le 
métabolisme des xénobiotiques ne conduit pas toujours à la détoxication de ces composés. Dans 
certains cas, le métabolite présente une très forte réactivité par attaque électrophile sur les 
macromolécules cellulaires nucléophiles environnantes (protéines, acides nucléiques). Les adduits sur 
l'ADN peuvent entraîner des mutations ponctuelles et initier le processus de cancérogenèse. La 
formation d'adduits aux protéines peut entraîner une nécrose tissulaire et des phénomènes d'allergies 
(Dansette et al., 1998, Pfohl-Leszkowicz, 2008).  
 
Tableau 7 : Principales réactions de biotransformation. 
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1.2 Les peroxydases 
 
Les prostaglandines H synthétases (PGHS) aussi appelées cyclooxygénases (COX) et les  5-, 
12- et 15- lipoxygénases (LIPOX) sont les principales enzymes impliquées dans la cascade de l’acide 
arachidonique (AA) et sont largement retrouvées dans les tissus de mammifères (pour un article 
général voir Smith & Fitzpatick, 1996). 
Certains xénobiotiques peuvent être oxydés in vitro  et in vivo par la cyclooxygénase (COX) à 
partir d'acide arachidonique (AA), de peroxydes d’hydrogène ou de peroxydes lipidiques. Les 
réactions de bioactivation in vivo, faisant intervenir les COX sont observés surtout dans les tissus où 
l’activité des CYP est faible, comme c’est le cas par exemple au niveau du rein ou des testicules 
(Degen, 1993). 
 
Il existe deux isoformes de la COX :  
- la COX 1 (ou PGHS-1) est exprimée constitutivement dans la plupart des tissus où elle 
participe au maintien de l’homéostasie cellulaire (Garavito & DeWitt, 1999).  
- la COX2 (ou PGHS-2) n’est exprimée constitutivement que dans quelques tissus, notamment 
le cerveau, la prostate et le rein. Elle est inductible par les facteurs de croissance (comme le 
TGFβ), les lipopolysaccharides, les hormones et des cytokines (Otto & Smith, 1995 ; De 
Leval et al., 2000). La surexpression de la COX2 semble être impliquée dans la formation de 
certains cancers comme celui du colon (Prescott & Fitzpatrick, 2000) ou des voies urinaires 
(Williams et al., 1999 ; Khan et al., 2000 ; Majima et al., 2003). L’implication des COX2 dans 
le processus de cancérogenèse se ferait soit en réprimant la voie de l’apoptose conduisant à la 
mort cellulaire soit en participant, au travers de la production de prostaglandines, à la 
croissance et à la différenciation cellulaire (pour un article général voir Prescott et al., 2000). 
 
La bioactivation de xénobiotiques liée à l’activité peroxydase de la COX représente les cas les 
plus importants. Plusieurs amines aromatiques ou phénols tels que la benzidine, le 2-aminofluorène, 
les nitrofuranes (Rice et al., 1985), le paracétamol (Potter & Hinson, 1987), les oestrogènes stéroïdiens 
(Degen et al., 1982) et l’hydroquinone (métabolite du benzène) (Schlosser et al., 1990) subissent une 
oxydation in vitro par l’apport d’un électron catalysé par la peroxydase. Ces molécules en servant de 
co-substrats réducteurs pour la réduction des PGG2 en PGH2, sont co-oxydées par la COX en 
métabolites qui peuvent réagir avec des protéines et des acides nucléiques. 
Les LIPOX possèdent, elles-aussi, une activité peroxydasique. Dans des cellules des glandes 
mammaires de rats, le cancérogène N-hydroxy-2-acetylaminofluorène est cooxydé par la 12-LOX en 
deux cancérogènes beaucoup plus puissants : le 2-nitrosofluorène et le N-acétoxy 
2acétylaminofluorène, via une forme radicalaire nitroxyle (Wong et al., 1982). Liu et Massey (1992), 
ont également prouvé que l’aflatoxine B1 (AFB1), mycotoxine cancérogène, était activée en aflatoxine 
B1-8,9-époxyde, non seulement par la COX, mais aussi par les LIPOX de poumons et de reins. Ces 
travaux ont été confirmés par des études d’activation in vitro (Datta & Kulkami, 1994). Les LIPOX 
peuvent utiliser le glutathion réduit (GSH) comme substrat pour leur activité co-oxydase et génèrent la 
formation de conjugués au glutathion avec des xénobiotiques (Kulkarni & Sajan, 1999). 
Dans notre laboratoire, nous avons montré l’implication de ces deux types d’enzymes dans la 
formation d'adduits à l'ADN liés à une exposition à l’OTA (Pinelli et al., 1999a ; Azémar, 2000 ; El 
Adlouni et al., 2000 ; pour une revue voire Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2008). 
 
1.3 Les glutathion-S-transférases. 
 
Les Glutathion S-transférases (GSTs) représentent une famille enzymatique de phase II. Il existe 
au moins 20 isoenzymes des GST cytosoliques chez l’homme classées en 5 familles : GST alpha, mu, 
pi, sigma, et theta (Miller et al., 1997). Il existe deux types de GST membranaires: les GST 
microsomales et les leucotriènes C4 synthases (LTC4S) (Otieno et al., 1997). 
Les GST possèdent principalement deux activités détoxifiantes (Hayes & Pulford, 1995): 
- Conjuguer des composés électrophiles endogènes et exogènes avec le glutathion réduit par 
formation d’un pont thioether. Les produits peuvent être excrétés dans la bile ou transportés 
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dans le rein où ils sont ensuite métabolisés en acide mercapturique (figure 19), puis excrétés 
dans l’urine. 
- Protéger la cellule par leur activité peroxydasique, qui consiste à réduire les peroxydes 
organiques en composés moins réactifs (Ketterer et al., 1990). 
Elles métabolisent, entre autres, des cancérogènes, des polluants environnementaux, des 
médicaments chimiothérapeutiques, des produits provenant du stress oxydatif (Hayes & Pulford, 
1995) et des substances endogènes comme le leucotriène A4 et la prostaglandine H2. 
  
La conjugaison au glutathion est un processus détoxifiant, mais dans certains cas la conjugaison 
au glutathion augmente la toxicité des xénobiotiques. Des procarcinogènes peuvent être activés par 
cette voie (Seidegärd & Ekström, 1997 ; Monks et al., 1990). 
Quatre mécanismes sont à l’origine de cette toxification, entraînant la formation de : 
- Dérivés conjugués au glutathion d’alcanes halogénés, de thiocyanates et de nitrosoguanidine, 
- Dérivés d’alcane dihalogénés qui forment des ions épisulfonium électrophiles, 
- Dérivés d’alcènes halogénés qui sont dégradés en métabolites toxiques par la béta lyase dans 
le rein, 
- Dérivés de quinones, quinone-imines ou isothiocyanates qui sont dégradés en métabolites 
toxiques par la gamma glutamyltranspeptidase dans le rein.  
Il est important de noter que ces voies peuvent être très importantes dans la métabolisation de 
l’OTA qui est une molécule chlorée (Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2006 ; Pfohl-Leszkowicz & 
Manderville, 2007 ; Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2008 ; Pfohl-leszkowicz et al., 2002a ; Faucet-
Marquis et al., 2006). 
 




Figure 19 : Conjugaison au glutathion et biosynthèse d’acide mercapturique. 
 
2. Cancérogenèse et adduits à l'ADN 
2.1 Notions générales de cancérogenèse 
 
L'induction de tumeurs est due à la conjonction de plusieurs facteurs et s'effectue en plusieurs 
étapes s'étendant sur plusieurs années de la vie d'un individu (figures 20 & 21). La phase d'initiation 
est due à une altération du matériel génétique de la cellule par fixation covalente de cancérogènes 
chimiques ou par modification de la structure de l'ADN (cassures, pontages inter et intra-brin). Cette 
phase d’initiation est un processus rapide entraînant un changement irréversible au niveau du matériel 
génétique de la cellule. Lorsqu'un xénobiotique pénètre dans l'organisme, il est soit directement 
éliminé par l'organisme, soit il est métabolisé. L'oxydation des substances par des monooxygénases à 
cytochrome P450 (CYP) ou autres enzymes de phase I comme les prostaglandines synthétases, résulte 
dans la majorité des cas à une détoxication du produit et une augmentation de son excrétion. 
Néanmoins dans certains cas la réaction d'oxydation conduit à la formation de métabolites très réactifs, 
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généralement nucléophiles et réagissant avec les sites électrophiles des macromolécules pour former 
des adduits en réalisant des liaisons covalentes avec les désoxyribonucléotides (figure 22). La fixation 
d’adduit n’est pas une lésion biologique mais biochimique qui a besoin d’être «fixée». Après deux ou 
trois réplications cellulaires, une mutation stable peut être engendrée si la lésion promutagène de 
l’ADN n’est pas réparée ou l’est mal. L’ADN peut aussi être attaqué de manière indirecte, par action 
des espèces réactives de l’oxygène générées lors des processus de métabolisation ou attaque des 
lipides. On notera des cassures de l’ADN, des pontages inter et intra brin de l’ADN ou avec des 
protéines, des adduits exocycliques correspondant à la formation d’un cycle sur un nucléotide 
(éthenobases ou propanobase), des bases oxydées (8 hydroxy-guanine, 8 hydroxy-adénine, thymine 
glycol) (Møller et al., 1998). 
Pour maintenir la fidélité et l'intégrité de l'information génétique, les lésions provoquées par 
un cancérogène au niveau de l'ADN doivent être réparées. Les cellules de mammifères possèdent 
divers systèmes de réparation de l’ADN. Cette réparation fait intervenir en général quatre à cinq étapes 
différentes suivant le type de lésions induites et met en jeu diverses enzymes. Il existe quatre types de 
réparation : la réparation par excision de base (BER), la réparation par excision de nucléotides (NER), 
la réparation de mauvaises appariements (mismatch repair MMR) et la réparation directe (pour une 
revue générale voir Limp-Foster & Kelley, 2000). Si une mutation induite par les cancérogènes, suite à 
une mauvaise réparation, n’est pas létale quand la cellule se divise et l’ADN se réplique, la mutation 
ou l’erreur dans l’information génétique se transmettra au génome de la cellule fille. Ces mutations ou 
recombinaisons génétiques entraînent une modification de l'expression normalement programmée du 
génome humain de deux manières différentes soit (i) en activant par de simple mutations ponctuelles, 
un certain nombre d'oncogènes dont l'action est d'entraîner les cellules normales vers un phénotype 
malin, soit (ii) en réprimant des gènes suppresseurs de tumeurs dont l'action est de retarder ou 
d'inhiber la transformation. La formation d’une tumeur est le résultat d’un déséquilibre entre des 
facteurs stimulant la division cellulaire et des facteurs inhibant la division cellulaire (pour une revue 












Figure 20 : Vue générale des différents modes d'action des cancérogènes chimiques (d’après Luch, 2005 ; 
Faucet-Marquis, 2005). 
 
Figure 21 : Les principales étapes de la cancérogenèse chimique. 
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2.2 Les adduits à l'ADN comme marqueurs de la génotoxicité 
 
La formation d’adduits à l’ADN est la résultante d’une séquence d’événements impliquant 
l’absorption de l’agent génotoxique, sa distribution dans les différents tissus, sa métabolisation pour 
former des intermédiaires réactifs, la liaison de ses métabolites ultimes à l’ADN et les systèmes de 
réparation de l’ADN. 
Certains xénobiotiques ou leur métabolites sont capables de réaliser des liaisons covalentes à 
l’ADN, par l’intermédiaire d’une réaction de type électrophile/nucléophile, entraînant la formation 
d’un complexe appelé en anglais adduct (pour addition product) ce qui a été traduit en français par 
adduit (pour produits d’addition) à l’ADN. Cette lésion primaire de l’ADN est une étape importante 
dans les phénomènes d’initiation des cancers (Miller & Miller, 1981 ; pour une revue récente voir 
Pfohl-Leszkowicz, 2008). 
Parmi les sites nucléophiles, les atomes d'azote (N), d'oxygène (O) et de carbone (C), des bases 
pyrimidiques (thymine, cytosine) et puriques (adénine, guanine) de l'ADN, constituent les cibles 
privilégiées des composés génotoxiques. Ainsi au niveau des bases de l’ADN, il existe 18 sites 




Figure 22 : Sites potentiels de la formation d'adduits à l'ADN. 
 
La base préférentiellement (mais pas exclusivement) attaquée par les cancérogènes est la 
guanine: la position N7 est préférentiellement modifiée par les agents alkylants et l'aflatoxine B1, alors 
que les amines aromatiques se fixent plutôt sur les positions C8 et N2 (Heflich & Neft, 1994; Pfohl-
Leszkowicz, 1994 a & b) et les hydrocarbures polycycliques aromatiques sur la position N2 (Wang & 
Groopman, 1999; Hogan et al., 1981 ; Alexandrov et al., 1982). 
 
2.3 Effets biologiques des adduits à l'ADN 
2.3.1 Adduits stables et adduits dépurinants 
 
Les cancérogènes chimiques se lient à l'ADN pour former deux types d'adduits:  
 -  1) les adduits stables qui restent fixés à l'ADN à moins d'être pris en charge par le 
système de réparation de l'ADN,  
 -  2) les adduits dépurinants qui sont relâchés de l'ADN par déstabilisation de la liaison 
glycosyl. Les adduits stables sont formés quand les cancérogènes réagissent en position N6 de 
l'adénine ou N2 de la guanine, tandis que les adduits dépurinants sont obtenus quand une liaison 
covalente est établie entre le cancérogène et les positions N3 ou N7 de l'adénine et N7 et parfois C8 de 
la guanine. La perte de l'adénine ou de la guanine par dépurination mène à la formation de sites 
apuriniques ou abasiques qui peuvent générer des mutations menant à l'initiation de tumeurs.  
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Les sites abasiques formés sont réparés par le mécanisme de réparation par excision de bases 
(BER) au cours duquel peuvent se produire des erreurs. Les erreurs produites lors de la réparation de 
sites apuriniques peuvent conduire à l'initiation tumorale (Cavalieri et al., 2002).  
Lorsque la dépurination a lieu, la base purique adduitée peut être excrétée dans l'urine (Shuker 
& Farmer, 1992). Ce phénomène a été utilisé dans l'analyse des adduits guanine- aflatoxine B1 
urinaires comme indicateurs des dommages à l'ADN (Qian et al., 1994). Cependant, l'excrétion 
urinaire de tels adduits n'indique pas la source de la macromolécule endommagée (ADN ou ARN) ni 
le tissu où les adduits ont été formés.       
Dans la majorité des cas, les lésions induites sur l’ADN vont être prises en charge par des 
systèmes enzymatiques visant à restaurer la séquence nucléotidique normale et maintenir ainsi 
l’intégrité de la cellule. La réparation de l’ADN consiste essentiellement en l’excision des résidus ou 
des groupes altérés de l’ADN. Les adduits à l’ADN peuvent être éliminés par trois types de 
mécanismes : la réparation par excision de bases (BER), la réparation par excision de nucléotides 
(NER) et la réparation de mauvais appariement (mismatch repair ou MMR).  
Parfois les réparations ne sont pas correctes engendrant des erreurs à l’origine de mutations 
ponctuelles ou de réarrangement chromosomiques (Pfohl-Leszkowicz, 2008).  
 
2.3.2 Formation d'adduits et cancérogenèse 
2.3.2.1 Relations entre adduits et mutations 
 
Les premières preuves de la relation entre les adduits à l’ADN et la mutagénicité d’un 
cancérogène ont été apportées par Loveless, 1969. Cet auteur a montré que l’alkylation en O6 du 
résidu guanine de l’ADN traité par des composés N-nitrosés induit des mutations par mauvais 
appariement de bases.  
Différents adduits à l’ADN sont capables d’induire des mutations (pour un article général voir 
Hemminki, 2000 ; Vineis & Pererra, 2000). Par exemple, le benzopyrène diol époxyde (BDPE) dont le 
site préférentiel de fixation sont les sites GC, induit des transitions GC → TA (Jelinsky et al., 1995). 
De même, l’aflatoxine B1 induit des transitions GC→ TA (Bailey et al., 1996).  
Shibutani (1994) a montré que des mutations spécifiques liées à certains adduits du N-acétyl-2 
aminofluorène à grand potentiel de mauvais appariement, correspondent à une délétion d’une ou deux 
bases opposées à l’adduit. Néanmoins, l’établissement d’un lien entre un adduit spécifique et un type 
de mutation est souvent difficile, car un métabolite réactif peut interagir avec différents sites de 
l’ADN, et générer une grande variété d’adduits (Singer & Essigman, 1991 ; Hemminki et al., 2000). 
En outre, différents facteurs peuvent affecter la possibilité d’un adduit d’induire une mutation tels 
que : l’orientation de l’adduit (c’est à dire de la base modifiée) par rapport à la base complémentaire, 
la nature de la polymérase, la séquence d’ADN dans laquelle est incluse l’adduit (Loechler, 1996 ; 
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2.3.2.2 Relation entre le développement tumoral et la formation d’adduits à l’ADN 
 
Des études in vivo ont montré les relations qui peuvent exister entre les taux d’adduits à 




Figure 23 : Prcessus tumoral et les adduits (Pfohl-Leszkowicz, 2008) 
 
Quatre types de diagrammes ont été ainsi définis (figure 24) qui correspondent à l’effet de 
différents cancérogènes [l’aflatoxine B1 (AFB1), 4-aminobiphényl (4-ABP), 2-acétylaminofluorène (2-
AAF), N, N-diéthylnitrosamine (DEN) et nitrosocétone dérivé de la nicotine (NNK)]. Ces composés 
ont été administrés de façon chronique, à différentes espèces de souris ou de rat mâles et femelles. Les 
effets ont été mesurés dans différents tissus (foie, poumon, vessie) (Poirier & Beland, 1992). 
 
Dans les situations les plus simples, il existe une relation linéaire entre la dose de cancérogène, 
le taux d’adduits et la formation de tumeurs (figure 24 A). Ceci a été observé avec le 2-AAF dans le 
foie de souris femelle et avec l’AFB1 dans le foie de rat mâle. Avec le 4-ABP, les taux d’adduits à 
l’ADN augmentent de manière linéaire, dans le foie de souris mâle, mais l’incidence des tumeurs 
n’atteint jamais 20 % même pour de fortes doses de cancérogène (figure 24 B). Donc, des voies de 
détoxication des métabolites réactifs ou des systèmes de réparation des adduits à l’ADN interviennent 
de façon efficace. 
 
Le troisième cas de figure est le suivant : pour de faibles doses de cancérogène, il existe une 
relation linéaire entre le taux d’adduits à l’ADN et la tumorigénicité. Cependant, à des doses plus 
élevées de cancérogène, les taux d’adduits à l’ADN et la tumorigénicité n’augmentent  plus 
proportionnellement à la dose de cancérogène et atteint un plateau (figure 24 C). Les fortes doses de 
composé cancérogène peuvent induire une cytotoxicité et/ou une prolifération cellulaire qui inhibe 
alors la formation d’adduits à l’ADN et la tumorigénicité. Cette relation supralinéaire entre le niveau 
d’adduits à l’ADN et l’incidence des tumeurs en fonction de la dose de cancérogène a été observée 
avec le 4-ABP dans le foie de souris femelle, le DEN dans le foie de rat mâle et le NNK dans les 
poumons de rat mâle. 
 
Dans le cas de la figure 24 D, la formation d’adduits à l’ADN est linéaire en fonction de la dose 
de cancérogène tandis que la tumorigénicité est sublinéaire puisqu’elle n’est significative que pour de 
fortes doses de cancérogène. Ce phénomène pourrait s’expliquer par une forte cytotoxicité et a été 
observé avec le 2-AAF dans la vessie de souris femelle et le 4-ABP dans la vessie de souris mâle. 




Figure 24 : Différentes possibilités de relations entre le taux d’adduits à l’ADN et l’incidence de tumeurs en 
fonction d’une dose chronique de cancérogène 
 
2.3.3 Adduits comme marqueurs d'exposition 
 
La formation des adduits à l’ADN est un évènement primordial dans le processus de 
cancérogenèse. Il a été démontré pour plusieurs cancérogènes une meilleure corrélation du pouvoir 
cancérogène avec les adduits persistants (c’est à dire ceux qui sont réparés lentement) que ceux 
rapidement réparés. La détection des adduits à l’ADN est fréquemment utilisée comme biomarqueurs 
d’exposition à des composés électrophiles ou le devenant après métabolisation (Cui et al., 1995; 
Decaprio et al., 1997 ; Izzotti et al., 1997 ; Singh et al., 2006). Ceci présente un intérêt évident lorsque 
la nature de l’exposition et le temps d’exposition sont connus, par contre l’interprétation est beaucoup 
plus difficile dans les études épidémiologiques (D’arce et al., 2000 ; Eder et al., 1999 ; Farmer et al., 
1999 ; Talaska et al., 2002 ; Taningher et al., 1997).  Dans les études expérimentales, il a été montré 
que lors d’une intoxication constante un plateau dans la formation d’adduit à l’ADN était rapidement 
atteint. Plateau pour lequel le nombre de nouveau adduit formé par jour est équivalent au nombre 
d’adduit perdu par réparation. Si bien que si l’exposition dans les études épidémiologiques est 
constante, il peut raisonnablement être considéré que la quantité d’adduits mesurés correspond au 
plateau. Inversement si l’exposition est intermittente, inconnue et variable, la seule conclusion qui 
pourra être tirée est l’évidence qu’une exposition a eue lieu. A l’heure actuelle, de nombreux type 
d’adduits à l’ADN sont détectables. Le problème dans les études épidémiologiques est l’interprétation 
qu’on peut en faire (Farmer, 1999; 2004; Godschalk et al., 2003 ; Hemminki et al., 2000; Hurdey et 
al., 1995; Sander et al., 2005).  
La présence d’adduits à l’ADN au niveau de l’ADN humain est une bonne indication d’une 
exposition passée de l’individu (Swenberg et al., 2004). Les adduits à l’ADN au niveau de l’organe 
cible sont des biomarqueurs plus fiables que la mesure de la dose interne (métabolites dans les fluides 
biologiques) car les adduits sont non seulement le reflet de la variabilité individuelle d’absorption et 
de distribution, mais aussi la susceptibilité métabolique (toxification vs détoxification) et la capacité de 
réparation (Pfohl-Leszkowicz, 2008).  
La mesure des adduits à l’ADN est un outil intéressant pour élucider le mécanisme de 
carcinogénicité et pour  évaluer les effets des faibles doses. Souvent des plus faibles taux d’adduits 
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sont observés dans les parties tumorales en comparaison du tissu adjacent. Ceci peut être expliqué 
d’une part par le fait d’une prolifération cellulaire qui va entraîner une dilution des adduits, et d’autre 
part par la disparition des adduits suite à la réparation. Les adduits à l’ADN n’ont pas tous le même 
potentiel mutagène. Certains sont très mutagènes alors que d’autres ne provoquent par d’effet sur le 
patrimoine génétique (Hemminki et al., 2004). Dans ce dernier cas, la détection de ce type d’adduits  
sera  juste une mesure de l’exposition. La détection des adduits dans le tissu cible est non seulement 
un biomarqueur d’exposition, mais aussi un biomarqueur d’effet individuel  (pour une revue voir 
(Otteneder et al., 1999).  
Dans la majorité des cas, les adduits à l’origine du déclenchement du processus de 
cancérogenèse ont disparu du tissu plusieurs années avant la découverte de la tumeur (Krytopoulos et 
al., 2006). Ceci explique le plus faible taux d’adduits dans les tumeurs. Ainsi les adduits observés dans 
une tumeur n’ont sans doute plus rien à voir avec les adduits qui ont généré la tumeur. Néanmoins, la 
présence de ces adduits indique clairement une exposition au cancérogène. La persistance d’un adduit 
in vivo dépend de plusieurs facteurs : la stabilité chimique du produit, la présence d’une réparation 
efficace et le ‘turnover’ de la macromolécule sur laquelle le produit chimique est fixé (Pfohl-
Leszkowicz, 2008). 
 
D’une manière générale la détection des adduits à l’ADN est un outil très sensible pour 
clarifier une source cancérogène, pour élucider un mécanisme de carcinogénicité et pour évaluer les 
effets génotoxiques des petites doses.  
 
Des adduits similaires à ceux obtenus dans le rein de souris ont été observés dans des 
échantillons de reins et de vessie d’individus bulgares souffrant de BEN et de cancers des voies 
urinaires (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993c ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2007 ) et chez des patients 
français opérés de cancer du rein et chez lesquels de l’OTA a été retrouvée dans le sang et les organes 
(Azémar et al., 1998 ; Azémar, 2000 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2005a). 
Certaines formes de dérivés d’OTA induisent des adduits à l’ADN et sont impliqués dans  les 
lésions et les tumeurs rénales (Faucet et al., 2004b ; Mantle et al., 2010) 
 
De nombreuses études in vitro et in vivo ont démontré le potentiel d’adduction des aflatoxines, 
soit à l’ADN d’origine animale ou humaine, soit à des oligonucléotides. L’organe cible d’adduction 
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1. Législation concernant les mycotoxines 
1.1 Étapes de la détermination de la dose journalière admissible (DJA) 
L’établissement de la législation s’effectue en deux temps. Tout d’abord la substance est 
évaluée sur la base des données toxicologiques disponibles (toxicités aigues et chroniques). Divers 
comités émettent des avis, qui dans un deuxième temps vont servir pour définir les limites maximales 
de résidus. L'évaluation du risque se fait à deux niveaux (figure 25): 
- Au niveau international, cette évaluation est réalisée par le JECFA (joint expert commitee of 
Food and Additives) qui analyse également la toxicité des mycotoxines et élabore les 
recommandations au niveau du codex alimentarius.  
-  Au niveau européen, cette évaluation est réalisée par le "comité scientifique de 
l’alimentation humaine" (CSAH) afin d'établir la toxicité des mycotoxines, des facteurs de sécurité et 
émettre les avis qui serviront pour les législations applicables en Europe. 
L'un et l'autre sont chargés de fixer une DJT (dose journalière tolérable) ou DHT (dose 
hebdomadaire tolérable) exprimée en µg ou ng/kg de poids corporel. Les législations européennes et 
les normes codex ne sont pas forcément identiques. Dans le cas des mycotoxines la législation 
européenne est souvent plus sévère que les normes Codex. 
 
 
Figure 25 : Différents organismes impliqués dans la législation de résidus (adaptés des cours de toxicologie du 
Pr Pfohl-Leszkowicz) 
 
1.1.1 La dose journalière admissible  (DJT ou DJA)  
La DJA est une estimation de la dose présente dans les aliments ou dans l’eau de boisson, 
exprimée en  fonction du poids corporel, qui peut être ingérée tous les  jours pendant toute la vie, sans 
risque appréciable pour la santé du consommateur, compte tenu de tous les facteurs connus au moment 
de l’évaluation. Elle est exprimée en milli (ou micro) gramme de produit par Kg de poids corporel. La 
DJA est fixée en se basant sur certains paramètres comme la dose virtuellement sure et le facteur de 
sécurité (figure 26). 




Figure 26 : Détermination de la DJA 
 
1.1.2 La dose virtuellement sûre (DVS)  
 
Dans le cas des substances cancérogènes, les experts américains utilisent des modèles 
d’évaluation quantitative des risques et évalue la DVS par la quantité pouvant induire un cancer 
supplémentaire pour 1000000 d’individus pour la vie entière. 
 
1.1.3 Le facteur de sécurité (FS) 
 
Le facteur moyen est de 100. Il est prend en compte les différences interspécifique et 
intraspécifique. La différence intespécifique résulte de l’extrapolation de l’animal à l’homme, tenant 
en compte des différences maximales de toxicité rapportée par la littérature (figure 27). La différence 
intraspécifique tient compte des différences de sensibilité entre les individus de la même espèce (âge, 
sexe, pathologie, carence). Pour des molécules entrainantes des effets irréversibles, le facteur de 
sécurité est de 500. Pour les substances cancérogènes, le facteur  est estimé à 5000. 
 
Figure 27 : Etapes de détermination du seuil autorisé de contamination en mycotoxine 
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1.2 Doses journalières admissibles des mycotoxines 
1.2.1 Dose journalière admissible d’OTA  
 
La dose journalière a été établie par le JECFA sur la base de l’effet néphrotoxique chez le 
porc. La dose sans effet est de 8µg/kg pc/j soit une dose journalière tolérable de 14ng/kg pc/j pour un 
homme de 60 kg et un facteur de sécurité de 500. Comme cette toxine s’accumule, la dose tolérable est 
en fait exprimée en dose hebdomadaire soit 100 ng/kg pc/ semaine. 
Sur la base de l’effet cancérogène, la DJT est de 5 ng/kg pc/j. Il est à noter que la dose virtuellement 
sûre est de 1,8 ng/kg pc/j (Kuiper-Goodman et al., 2010). 
L’OTA est classé par le CIRC depuis 1993 en catégorie 2B (cancérogène probable pour l’hommme). 
 
1.2.2 Dose journalière admissible de la ZEA 
 
Les DJA ne portent que sur les effets observés sur la reproduction chez le singe. La DSE de 50 
µg/kg/j permet de calculer une limite toxicologique de 100ng/kg pc/j prenant en compte un facteur de 
sécurité de 500. Le JECFA en 2000 a quant à lui établi une dose journalière admissible à titre 
provisoire de 0,5 µg/kg pc/j sur la base d’une dose sans effet de 40µg/kg pc chez le porc exposé 15 
jours et un facteur de sécurité de 80. Néanmoins au regard des études récentes réalisée par Gajecka et 
al. (2011), cette dose admissible n’est peut être pas totalement protectrice. En effet le traitement de 
truie pré-pubère pendant 48 jours avec 20µg/kg pc entraîne un hyperœstrogénisme et un mauvais 
développement des ovaires.  
La ZEA est classée par le CIRC dans le groupe 3, c'est-à-dire qu’on ne peut pas se prononcer quant à 
son pouvoir cancérogène 
 
1.2.3 Dose  journalière admissible  d’AF  
Comme l’aflatoxine est une mycotoxine cancérogène génotoxique, il n’existe théoriquement 
pas de doses sans effet. Le JECFA préconise une gestion du risque sur le modèle ALARA ‘as low as 
reasonably achievable’, c'est-à-dire aussi faible que possible, indiquant qu’une quantité de 1ng/kg de 
poids corporel par jour a peu de risque d’augmenter l’incidence de tumeur du foie dans une population 
non atteinte par le virus de l’hépatite B.  
 Les aflatoxines sont classés par le CIRC depuis 1976 dans le groupe 1, c'est-à-dire cancérogène pour 
l’homme. 
 
1.2.4 Dose journalière admissible des  trichothécènes  
 
Le JECFA a établi une dose provisoire journalière acceptable par jour (PMTDI) en DON 
équivalente à 1µg/kg de poids corporel sur la base d’un NOEL de 100µg/kg chez la souris vis-à-vis  
des effets sur le système immunitaire (WHO, 2002).  
Le DON  a été classé dans la catégorie 3 (preuve insuffisante sur sa carcinogénicité) du CIRC. 
 
1.2.5 Dose journalière admissible des FB  
La dose journalière admissible temporaire a été établie, sur la base d’une DES pour la 
néphrotoxicité en prenant un facteur de sécurité de 100. A partir des données relatives à l’apparition de 
l’œdème pulmonaire chez le porc (LOAEL ‘Lowest Observed Adverse Effect Level’ 5 mg/kg x j), on 
peut extrapoler une Dose Journalière Tolérable (DJT) de 5 µg/kg x j. Néanmoins, cet effet n’est pas 
l’effet le plus sensible, puisqu’il apparaît à des doses plus faibles des hépatotoxicités et/ou des 
néphrotoxicités ainsi que des cancers.  C’est pourquoi, la valeur limite en FB1 pour l’homme doit être 
calculée à partir de l’effet cancérogène chez le rat et la souris (NOAEL ‘No Observed adverse effect 
level’ de 5 mg/kg dans la nourriture soit en extrapolant par rapport consommation de nourriture par les 
rats et à la courbe de croissance ; à 1,5 mg/kg pc/j). Comme il s’agit d’un cancérogène, la dose 
virtuellement sûre est obtenue en appliquant un facteur de sécurité de 5000 et serait donc de 300 ng 
/kg pc /j. En février 2002, la FB1 a été classée dans le groupe 2B (potentiellement cancérogène pour 
l’homme) par le CIRC (IARC, 2002). 
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1.3 Réglementation des mycotoxines dans les denrées alimentaires 
A l'heure actuelle, les mycotoxines les plus préoccupantes sont réglementées (aflatoxines, 
ochratoxine A, fumonisines et zéaralénone) (tableau 8). 
En ce qui concerne l'alimentation humaine, le règlement européen N° 1881 / 2006 en date du 19 
décembre 2006 (JOCE du 20/12/2006), concerne les teneurs maximales pour un certain nombre de 
contaminants présents dans les denrées alimentaires. Ce texte dépasse le cadre des contaminations par 
les mycotoxines. Les articles n° 7 et de 21 à 38 concernent plus spécifiquement les mycotoxines. 
Le règlement  (CE) No1126/2007 de la commission du 28 septembre 2007 modifiant le 
règlement (CE) no 1881/2006, porte sur la fixation de teneurs maximales pour certains contaminants 
dans les denrées alimentaires en ce qui concerne les toxines de Fusarium dans le maïs et les produits à 
base de maïs. Ce dernier a été modifié par le règlement (EU) N°105/2010 de la commission du 5 
février 2010, portant sur fixation de teneurs maximales pour certains contaminants dans les denrées 
alimentaires (épices) en ce qui concerne l’ochratoxine A. 
Concernant les aflatoxines, la commission réunie le 26 février 2010 a émis un nouveau rapport 
(No165/2010) portant sur la fixation de teneurs maximales pour certains contaminants dans denrées 
alimentaires (Arachides, noix et d'autres oléagineux) en ce qui concerne les aflatoxines. 
 
Tableau 8 : Teneurs maximales (en µg/kg) en mycotoxines pour les produits alimentaires destinés à 
l’alimentation humaine. 




Arachides destinées à être soumises à un traitement de tri 
ou à d'autres méthodes physiques avant consommation 
humaine ou utilisation comme ingrédients de denrées 
alimentaires 
8,0  15,0 
Amandes, pistaches et noyaux d’abricot destiné à être 
soumis à un traitement de tri ou à d’autres méthodes 
physiques avant consommation humaine ou utilisation 
comme ingrédients de denrées alimentaires 
12,0  15,0 
Arachides, fruits à coque et produits dérivés de leur 
transformation, destinés à la consommation humaine 
directe ou à une utilisation comme ingrédients de denrées 
alimentaires 
2,0  4,0 
Fruits séchés destinés à être soumis à un traitement de tri 
ou à d'autres méthodes physiques avant consommation 
humaine ou utilisation comme ingrédients de denrées 
alimentaires 
5,0  10,0 
Fruits séchés et produits dérivés de leur transformation, 
destinés à la consommation humaine directe ou à une 
utilisation comme ingrédients de denrées alimentaires 
2,0  4,0 
Toutes les céréales et tous les produits dérivés des 
céréales, y compris les produits de céréales transformés 
2,0  4,0 
Maïs destiné à être soumis à un traitement de triage ou à 
d'autres méthodes physiques avant consommation humaine 
ou utilisation comme ingrédient de denrées alimentaires 
5,0  10,0 
Catégories suivantes d'épices: 
Capsicum spp (fruits séchés dérivés, entiers ou en poudre, 
y compris les piments, la poudre de piment, le poivre de 
Cayenne et le paprika) ; Piper spp (fruits dérivés, y 
compris le poivre blanc et noir) ; Myristica fragrans (noix 
de muscade) ; Zingiber officinale (gingembre) ; Curcuma 
longa (safran des Indes) 
5,0  10,0 
Lait cru, lait traité thermiquement et lait destiné à la 
fabrication de produits à base de lait 
 0,5  
Préparations pour nourrissons et préparations de suite, y 
compris le lait pour nourrissons et le lait de suite 
 0,025  
Aliments diététiques destinés à des fins médicales 
spéciales spécifiquement pour les nourrissons 
0,1 0,025  
Préparations à base de céréales et aliments pour bébés 
destinés aux nourrissons et enfants en bas âge 
0,1   
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Céréales brutes 5,0 
Tous les produits dérivés de céréales brutes, y compris les produits de céréales 
transformés et les céréales destinés à la consommation humaine directe 
3,0 
Raisins secs (raisins de Corinthe, sultanines et autres raisins secs) 10,0 
Grains de café torréfié et café torréfié moulu, à l'exception du café soluble 5,0 
Café soluble (café instantané)  10,0 
Vins (y compris les vins mousseux, mais à l'exclusion des vins de liqueur et des 
vins ayant un titre alcoométrique volumique minimal de 15 %) et vins de fruits 
2,0 
Vins aromatisés, boissons aromatisées à base de vin et cocktails aromatisés de 
produits vitivinicoles 
2,0 
Jus de raisin, jus de raisin concentré reconstitué, nectar de raisin, moût de raisins et 
moût de raisins concentré reconstitué, destinés à la consommation humaine directe 
2,0 
Préparations à base de céréales et aliments pour bébés destinés aux nourrissons et 
enfants en bas âge 
0,5 
Aliments diététiques destinés à des fins médicales spéciales 0,5 
Capsicum spp. (fruits séchés dérivés, entiers ou en poudre, y compris les piments, la 
poudre de piment, le poivre de Cayenne et le paprika)  Piper spp. (fruits dérivés, y 
compris le poivre blanc et le poivre noir)  Myristica fragrans (noix de muscade) 
Zingiber officinale (gingembre) 
Curcuma longa (safran des Indes)  Mélanges d’épices contenant une ou plusieurs 
des épices susmentionnées 
30 g/kg du 1er 
juillet 2010 
au 
30 juin 2012 
 
15 g/kg  du 
1er juillet 
Réglisse (Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhiza inflate et autres espèces). Bois de 
réglisse, ingrédient pour  infusion 
20 µg/kg 
Extrait de réglisse, pour utilisation dans des produits alimentaires,  en particulier les 
boissons et la confiserie 
80µg/kg 
Ochratoxine A 
Café vert, fruits séchés autres que les raisins secs, bière, cacao et produits à base de 
cacao, vins de liqueur, produits à base de viande, épices et réglisse 
---- 
Céréales brutes sauf maïs  100 
Maïs brut à l’ exception du maïs brut destiné à être transformé par mouture humide 350 
Farines autres que de maïs, germes, sons et céréales pour consommation directe,  75 
Huile de maïs raffinée 400 
Pain, pâtisseries, biscuits, snacks, petits déjeuners  50 
Maïs destiné à la consommation humaine directe, collations à base de maïs et 
céréales pour petit-déjeuner à base de maïs 
100 
aliments pour bébés destinés aux nourrissons et enfants en bas âge 20 20 
Zéaralénone 
Préparations à base de céréales pour alimentation infantile  20 
Maïs brut à l’ exception du maïs brut destiné à être transformé par mouture humide 4000 
 Maïs destiné à la consommation humaine directe, aliments à base de maïs destinés 
à la consommation humaine directe  
1000 
Céréales pour petit-déjeuner à base de maïs et collations à base de maïs 800 
Fumonisines 
B1+B2 
Préparations à base de maïs et aliments pour bébés destinés aux nourrissons et 
enfants en bas âge  
200 
Céréales brutes, autres que le blé dur, l’avoine et le maïs 1250 
Blé dur et avoine bruts 1750 
Maïs brut à l’ exception du maïs brut destiné à être transformé par mouture humide  1750 
Céréales destinées à la consommation humaine directe, farine de céréales, son et 
germe en tant que produit fini commercialisé pour la consommation humaine 
directe, à l’exception des denrées alimentaires figurant aux points  
750 
Pâtes (sèches) 750 
Pain (y compris les petits produits de boulangerie), pâtisseries, biscuits, collations 




Préparations à base de céréales et aliments pour bébés destinés aux nourrissons et 
enfants en bas âge 
 
200 
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1.4 Réglementation dans les céréales destinées à l'alimentation animale  
En matière d’aliments à destination des animaux, l’Aflatoxine B1 (tableau 9) est la seule 
mycotoxine réglementée (Directive 2002 32/CE du 07 05 02). Contrairement au principe de la 
recommandation, les seuils réglementaires ont un caractère obligatoire. Tout dépassement rend 
l’aliment impropre à la consommation.  
Tableau 9 : Teneures maximales (en µg/kg) en AFB1 pour les aliments destinés à l'alimentation animale 
(Directive 2002 32/CE du 07 05 02) 
Mycotoxines  Matrices  Seuils (ppb) 
Matières premières 




Bovins viandes, ovins, caprins 50 
Veaux et agneaux 10 
Bovins laitiers 5 




Tableau 10 : Teneurs maximales recommandées (en µg/kg) en mycotoxines pour les aliments destinés à 
l'alimentation animale (recommandations 2006/576/CE) 
Mycotoxines  Matrices  Seuils (ppb) 
Matières premières 
Céréales et sous produits céréaliers 8000 
Sous produits du maïs 12000 
Aliments complémentaires ou complets 900 
DON 
Exception pour aliments porcs 2000 
Matières premières 
Céréales et sous produits céréaliers 2000 
Sous produits du maïs 3000 
Aliments complémentaires ou complets 
Porcelets et jeunes truies  100 
Truies et porcs à l’engraissement 250 
ZEA 
Veaux, bétail laitier, ovins, caprins 500 
Matières premières  
Céréales et sous produits céréaliers 250 




Matières premières  
Céréales et sous produits céréaliers 6000 
Aliments complémentaires ou complets 
Porcs, chevaux, lapins, animaux de compagnie 5000 
poissons 10000 
Volailles, veaux (<4mois), agneaux et chevreaux 20000 
Fumonisines 
(FB1+FB2) 
Ruminants adultes (>4mois), visons 50000 
Les recommandations 2006/576/CE du 17 Aôut 2006, parus au journal officiel le 23 Août 
2006, concernent les mycotoxines - produites au champ par les Fusarium : Désoxynivalénol (DON), 
Zéaralénone (ZEA), Fumonisines (FB);  - produites au stockage par les Aspergillii et Penicillia : 
ochratoxine A (OTA). Ces recommandations sont représentées dans le tableau 10. 
Ces recommandations concernent les aliments pour les animaux de ferme (les porcs et les 
volailles) dans le but d'éviter des effets toxiques aigus. Les animaux familiers ne sont mentionnés que 
pour les fumonisines mais avec un seuil unanimement considéré comme trop élevé (Snac, 60millions 
de consommateurs, 2008). Ces mesures sont fondées essentiellement sur des cas de mortalité. Il a été 
observé des effets d’altération à l’ADN avec des doses de mycotoxines (OTA et FB1) considérées 
comme sûres  (Domijan et al., 2006 ; voir Chapitre II de cette thèse). 
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1.5 Evolution de la réglementation dans le monde 
 
À l'échelle mondiale, en 2003, 99 pays, au moins, disposaient de réglementations concernant 
les mycotoxines présentes dans les produits d'alimentation humaine et/ou animale, soit une hausse 
d'environ 30 pour cent par rapport à 1995. Au total, ces pays regroupent près de 87 pour cent des 
habitants de la planète. La figure 28 présente la part de la population mondiale qui vivait dans des 
régions où étaient en vigueur des règlementations relatives aux mycotoxines en 1995 et en 2003. Il 
apparaît qu'en 1995, 23 pour cent de la population mondiale vivaient dans une région où, semble-t-il, il 
n'existait aucune réglementation en matière de mycotoxine. Cette proportion était tombée à 13 % en 
2003, grâce aux progrès enregistrés en Amérique latine et en Europe et surtout en Afrique et en 
Asie/Océanie (Rapport FAO, 2003). 
Tous les pays qui étaient dotés d'une réglementation relative aux mycotoxines en 2003 
disposaient, au minimum, de limites réglementaires pour l'aflatoxine B1 ou pour la somme des 
aflatoxines B1, B2, G1 et G2 dans les produits d'alimentation humaine et/ou animale, situation déjà 
observée en 1995. Il existe en outre des réglementations spécifiques pour plusieurs autres mycotoxines 
(à savoir, l'aflatoxine M1, les trichothécènes [désoxynivalénol, diacétoxyscirpénol, toxine T-2 et HT-
2], les fumonisines B1, B2 et B3, l'agaricine, les alcaloïdes de l'ergot de seigle, l'ochratoxine A, la 
patuline, les phomopsines, la stérigmatocystine et la zéaralenone). Le nombre de pays qui 
règlementent les mycotoxines a considérablement augmenté au fil des ans (Rapport FAO, 2003). 
 
 
Figure 28 : Pourcentage de la population mondiale protégée par des réglementations sur les mycotoxines 
(Rapport FAO, 2003) 
 
 
A l’heure actuelle, la réglementation ne concerne que les mycotoxines prises isolemment, que 
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2. Impact économique des mycotoxines 
Peu de travaux ont été entrepris dans le but d’étudier l'impact financier et économique des 
mycotoxines sur des populations spécifiques aussi bien dans les pays industrialisés que les pays 
développés. L’impact économique des mycotoxines dans les pays en développement est 
vraisemblablement du même ordre, voire plus important, en particulier dans les zones géographiques 
du globe les plus chaudes et les plus humides. 
Les pertes économiques se produisent en raison de la perte de rendement 1) dus à des maladies 
induites par des champignons toxinogènes ; 2) la valeur des récoltes réduites résultant d'une 
contamination par les mycotoxines ; 3) des pertes de productivité des animaux, des problèmes de santé 
liés aux mycotoxines ; et 4) les coûts de la santé humaine. 
L’impact financier des mycotoxines concerne non seulement les risques pour la santé de 
l’homme et les animaux domestiques, mais aussi la dégradation de la qualité des produits agricoles 
commercialisés tant pour le marché intérieur que pour l’exportation.  
 
2.1 Impact sur la production agricole 
 
La présence de mycotoxines dans les aliments, pose un problème de sécurité sanitaire des 
aliments. Un rapport de la FAO met en évidence le fait que la production céréalière mondiale est 
insuffisante pour répondre à la demande. Actuellement on estime qu’environ 25% des céréales 
produites actuellement à l’échelle internationale sont contaminées par des mycotoxines (Davegowda et 
al., 1998 ; thèse Zinedine, 2004). Ces pertes viennent amplifier le problème lié à une production 
insuffisante.  
Il est très difficile d’évaluer de manière sûre la perte économique due aux mycotoxines. La 
FDA « US Food and Drug Administration », à partir d’un modèle, a évalué la perte aux Etats-Unis 
engendrées par les aflatoxines, le DON et les fumonisines, à 392 millions de dollars (CAST, 2003).  
La FAO  a estimé à environ 5 milliards de dollars les pertes économiques annuelles dues aux 
mycotoxines en incluant à la  fois les dommages faits aux cultures et aux élevages (Bhat et al.,  1999).  
Le retrait du marché des aliments contaminés en mycotoxines coûte de l’ordre de 342 millions de 
dollars annuellement aux Etats-Unis. Les pertes au niveau de la production animale sont estimées à 8,4 
millions de dollars. Pour le maïs seul, le coût annuel des contaminations par les aflatoxines, la  
fumonisine B1 et du DON est évalué respectivement à 163, 40 et 2 millions de Dollars (Jouany, 2011).  
 
Les fruits secs et les noix présentent un risque élevé de contamination par les aflatoxines, avec 
de forts impacts sociaux et économiques résultant de limites strictes de l'UE. Une étude réalisée par le 
JECFA /OMS (Codex Alimentarius Commission, avril 2007, CX / CF 071 / 9) estime que l'application 
des limites de l'UE pour les aflatoxines (4 ppb) sur  les produits «prêt-à-consommer» (les amandes, les 
noisettes et les pistaches) a un impact économique sur le rejet d'environ 9 millions d'euros dans le 
monde entier (http://www.mycored.eu/d/29/Mycotoxins/). 
Les raisins et leurs produits transformés sont très importants en Europe, où environ 47% du 
vignoble des mondes (4,8 millions d'ha) sont trouvés, et 75% de vin au monde (190 millions d'hl sont 
produits). Les données sur l'impact économique de l'ochratoxine A dans les raisins et le vin ne sont pas 
disponibles ou ne sont pas dans le domaine public car leur divulgation pourrait entraîner un 
effondrement du marché du vin, qui est un produit de grande valeur, mais n'est pas considéré comme 
essentiel (http://www.mycored.eu/d/29/Mycotoxins/). 
 
Lubulwa et Davis (1994) ont essayé de donner une estimation du dégât économique annuel, réparti sur 
différents secteurs, provoqué par différents champignons et les aflatoxines, en s’appuyant sur des 
données recueillies en Indonésie, aux Philippines et en Thaïlande (tableau 11). Ces auteurs ont estimé 
que 20 à 29 % de la production du maïs et 22 à 45 % de la production d’arachide provenant de ces 
trois pays dépassent une concentration en aflatoxines de 50µg/ kg et sont de ce fait soumis à des 
restrictions d’exportations vers les pays disposant des réglementations sur les limites des résidus de 
mycotoxines. 
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Tableau 11 : Estimation du dégât économique en Millions de $ Australiens, causé  par différents champignons et 
les aflatoxines en Indonésie, aux Philippines et en  Thaïlande en 1991 (Lubulwa et Davis, 1994)  
Secteur Nature des dégâts Maïs Arachide Maïs et 
 Arachide 
Dégradation du produit 
commercialisé 
Détérioration de l’aspect extérieur des graines. 
Rancissure, perte du pouvoir germinatif 
¨70,9 36,8 107,7 
Intoxication humaine Cancer primaire du foie dû à l’aflatoxine 176,5 114,7 291,2 
Intoxication des animaux 
domestiques (volaille, 
porc, bétail) 
Diminution de croissance, stérilité, effets mutagènes, 
tératogènes, carcinogènes 
71,7 6,2 77,9 
Total  319,1 157,7 476,9 
 
Maaroufi et al. (1995) ; Miraglia et al. (1993, 1995) ; Miraglia et Brera (2000) et Beretta et al. 
(2002) ont montré que les céréales et leurs produits dérivés originaires des pays de la région 
méditerranéenne peuvent être contaminés par les mycotoxines (OTA, ZEN et  FB1) vu le climat de la 
région caractérisé par une chaleur humide et une température  élevée favorisant la croissance des 
moisissures toxinogènes.   
A cause des périodes de sécheresse qu’a connues le Maroc ces dernières décennies, la 
production céréalière a enregistré une diminution de 25 à 85 %, ce qui entraîne un approvisionnement 
d’autres pays étrangers pour satisfaire le marché national (thèse Zinedine, 2004) 
Plus la réglementation est stricte, et plus la quantité de matières premières à jeter sera 
importante. Cela peut créer de graves problèmes économiques aux pays exportateurs de produits 
agricoles, problèmes à évaluer et à comparer avec le risque mycotoxique. 
Afin d’éviter une réglementation trop stricte, celle-ci est toujours en évaluation. Par exemple, 
la réglementation sur les aflatoxines dans les noix est considérée comme trop stricte à l’heure actuelle. 
De nombreuses études ont alors été effectuées pour évaluer le risque lié à une augmentation de seuil. 
Dans un avis adopté en janvier 2007, le groupe scientifique de l’Autorité Européenne de Sécurité des 
Aliments (EFSA) sur les contaminants de la chaîne alimentaire (CONTAM) a conclu que 
l’augmentation, pour les amandes, noisettes et pistaches, des taux maximum actuels autorisés 
d’aflatoxine totale dans l’UE de 4 µg/kg à 8 ou 10 µg/kg n’aurait que des effets mineurs sur le risque 
de cancer vu l’exposition alimentaire estimée et la marge d’exposition calculée. En 2008, le Codex 
Alimentarius a défini un taux maximal d’aflatoxines totales de 10 µg/kg dans les amandes, noisettes et 
pistaches prêtes à la consommation, ce qui représente un taux supérieur à celui actuellement en 
vigueur dans l’UE (4 µg/kg d’aflatoxines totales), taux qui finalement en 2010, a été porté en Europe à 
8 µg/kg. 
 
2.2 Impact sur les animaux 
 
Les conséquences économiques engendrées par les mycotoxines sont lourdes. Dans les pays 
d’Amérique du Nord, la productivité des animaux connait des pertes énormes estimées à des billions 
de dollars par année (Miller, 1998).  
La contamination des aliments par l'OTA est un problème presque exclusivement des animaux 
de bétail monogastriques, principalement en raison des pertes économiques causées par la réduction 
des performances de production, à l'impact négatif sur la santé animale et le bien-être et à la possibilité 
du transfert de toxine dans tissus des animaux comestibles (Battacone et al., 2010). 
La viande de porc est la viande la  plus consommée au monde, d’où l’intérêt d’améliorer sa 
qualité vis-à-vis de la santé humaine. Souvent retrouvé sur des céréales telles que le blé, l’orge, et le 
maïs, le DON est largement répandu au niveau mondial. Etant donné la proportion importante de 
céréales dans leur alimentation, les animaux de rentes sont particulièrement exposés au DON, et  
parmi les espèces animales concernées, le porc se révèle particulièrement sensible. Chez les  porcs, les 
premiers effets d'une exposition au DON consistent en une baisse de  consommation d'aliment, des 
performances de croissance et une altération des fonctions  immunitaires et de la reproduction (Etienne 
& Wache, 2008). La présence de DON dans l’alimentation des porcs peut entrainer des problèmes 
sanitaires et économiques importants pour les professionnels de la filière porcine. La sensibilité 
importante du porc vis-à-vis du DON nécessite donc une vigilance particulière  pour cette espèce.  
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Lubulwa et Davis (1994) ont étudié les pertes économiques imputables à la présence 
d’aflatoxine dans le maïs et les arachides dans les pays du sud-est asiatique (Thaïlande, Indonésie et 
Philippines). Ils ont conclu que le maïs contaminé représentait environ 66 % des pertes totales, tandis 
que les pertes imputables à l’altération et aux effets délétères sur la santé humaine et animale étaient 
respectivement de 24, 60 et 16 pour cent du total. L’étude n’a cependant tenu compte que de pertes 
liées à la morbidité et au décès prématuré par cancer. Il est donc probable que, lorsque l’on y ajoute les 
incidences sur la santé humaine de l’effet immunosuppresseur des aflatoxines (et d’autres 
mycotoxines), le chiffre des pertes dues aux aflatoxines est beaucoup plus important 
(http://www.fao.org/docrep/005/y1390f/y1390f02.htm). 
La zéaralénone induit des troubles de la reproduction. Des effets oestrogéniques variés tels 
qu’une diminution de la fertilité, une augmentation des résorptions embryolétales, une diminution de 
la taille et du nombre des portées, ainsi que des changements de niveaux sériques de progestérone et 
d’oestradiol ont été observés chez la souris, le rat, le cobaye et le lapin (JECFA, 2000). Les pertes 
causées par la ZEA sont surtout liées à l’infertilité des animaux, et par conséquent à la diminution du 
nombre d’élevage. Cet aspect de perte est difficile à quantifier. 
Il a été également observé depuis quelques années une diminution de fertilité et donc de portés chez 
les animaux de compagnie (chats et chiens). L’activité ciblée de la ZEA sur la fonction de 
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Nous avons vu dans les chapitres précédents que les mycotoxines sont des contaminants 
alimentaires pouvant se retrouver dans les produits finis vu leur stabilité. Bien qu’il existe des 
stratégies préventives pour éviter le développement de moisissures, comme la mise au point d’un 
système « HACCP » (Hazard Analysis Critical Control Point), le suivi des « bonnes pratiques 
agricoles » avant la récolte et pendant le stockage, ces stratégies ne sont pas suffisantes pour empêcher 
la contamination par les mycotoxines. 
La mise au point de traitements industriels pour la décontamination des denrées alimentaires 
contaminées est devenu un des objectifs majeurs pour subvenir aux besoins mondiaux en aliment, tout 
en garantissant la sécurité sanitaire des aliments aussi bien pour les humains que pour les animaux.  
Les méthodes de décontamination peuvent être divisées en méthodes physiques (nettoyage et 
tri, lavage, moulage humide, cuisson, extrusion, désactivation thermique, irradiation,…), chimiques 
(extraction par des solvants, traitements avec des acides et des bases,…) et biologiques (levures, 
bactéries lactiques) [pour des articles généraux voir Amézqueta et al., 2009; Kabab et al., 2006; 
Kabab, 2010 ; Varga et al., 2010; Jard et al., 2011]. Ces méthodes doivent diminuer la concentration 
en toxine voire la dégrader, sans produire des résidus de dégradation toxiques, ni diminuer les qualités 
organoleptiques et nutritionnelles des aliments (Jemmali (1979) et Park et al. (1988). 
Nous limiterons ce chapitre aux méthodes curatives de détoxification biologique 
essentiellement vis-à-vis de l’OTA et de la ZEA. 
 
1. Agents adsorbants ou désactivants 
1.1 L’adsorption  
 
Le coût et les limitations des traitements physiques et chimiques ont conduit à des études 
fondées sur la désactivation des mycotoxines directement dans le tube digestif des animaux.  
La technique la mieux connue et la plus largement étudiée, pour décontaminer les nourritures 
contaminées par les mycotoxines repose sur l’emploi de substances adsorbantes, inertes au point de 
vue nutritionnel, et capables de fixer les mycotoxines présentes dans le tube digestif des animaux, afin 
de les immobiliser et de réduire leur biodisponibilité.  
Les caractéristiques importantes de l’adsorption sont : la charge totale, la distribution de la 
charge, la taille des pores et l’accessibilité de la surface. D’autre part, les propriétés de la molécule 
adsorbante, des mycotoxines comme la polarité, la solubilité, la taille, la forme, et dans le cas des 
composés ionisés la distribution de la charge et constantes de dissociation jouent un rôle important. 
 
1.1.1 Le charbon actif 
 
Des études faites chez des chèvres ont montré que de fortes quantités de charbon activé sont 
bénéfiques pour limiter une intoxication aiguë due aux  aflatoxines (Huwing et al., 2001). Le charbon 
activé permet d’adsorber certaines mycotoxines de stockage comme les aflatoxines à raison de 120 
mg/g ; et l’OTA à raison de 124 mg/g (Balzer et al., 2004). La capacité du charbon actif (AC), préparé 
à partir des noyaux de la cerise (CS) par  activation avec H3PO4, ZnCl2 ou KOH, à supprimer l’OTA à 
partir de deux vins rouges italiens a été étudiée. Seul celui activé au KOH à 900°C a permis de 
diminuer de moitié la quantité d’OTA. Cependant, l'index polyphénolique et l'intensité de la couleur 
ont été modifiés par ce procédé (Olivares-Marín et al., 2008). Cela est dû au fait que l’adsorption par 
le charbon actif est relativement non spécifique. Des tests in vitro ont montré que l'ajout de 1% de 
charbon actif permet l'adsorption complète de l'OTA en solutions aqueuses. Cet effet n'a pas été 
influencé par le pH variant de 3-8 (Plank et al., 1990). Dans une autre étude, il a été montré que le 
charbon actif permet de réduire significativement le taux d’OTA dans le sang, la bile et les tissus de 
porcs. L'ajout de charbon activé 1% dans l’alimentation des porcs contaminée en OTA (1mg/kg), 
provoque une légère diminution du taux d’OTA dans le sang des animaux. L’ajout de 10 fois plus de 
charbon actif abouti à une réduction de 50% à 80% d'OTA dans le sang et les tissus des animaux 
(Bauer et al., 1994). L’ingestion de charbon activé (5%) pendant 16 semaines a réduit l’absorption 
d’OTA, cependant le taux sérique en vitamine E a aussi été réduit par rapport aux animaux témoins 
(Plank et al., 1990). Il semble donc que le charbon actif ne soit pas assez spécifique pour pouvoir être 
utilisé de manière systématique. 
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1.1.2 Les aluminosilicates 
 
Les argiles (les aluminosilicates, la bentonite, les zéolites, …) sont aussi utilisées comme 
adsorbants depuis  une vingtaine d’années. Les zéolites permettent une adsorption partielle du DON, 
en revanche d’autres argiles comme la kaolinite, la sépiolite et la montmorillonite ne fixent que très 
médiocrement les trichothécènes (Balzer et al., 2004).  
 
Les aluminosilicates de sodium et de calcium hydratés (HSCAS) se sont avéré les adsorbants les plus 
prometteurs pour prévenir l’aflatoxicose chez les animaux de la ferme (Starkl, 2004a, 2004b). L’ajout 
de 0,5% de HSCAS dans l’alimentation a permi de diminuer de 80% l’effet inhibiteur de la croissance 
provoquée par l’aflatoxine chez les porcs (Lindemann et al., 1993), chez les poulets (Kubena et al., 
1988 et 1993b ; Phillips et al., 1988), et chez dindonneaux mâles (Kubena et al., 1991). 
Ces résultats sont en adéquation avec les études de  BIOMIN  réalisées (Juin 1999- Mai 2000) en 
collaboration avec l’université des sciences agricoles (institut pour la géologie appliquée) à Vienne. 
(Starkl, 2004a). D’autre part, les aluminosilicates ont l'inconvénient de fixer fortement les vitamines et 
les minéraux (Huwing et al., 2001).  
 
Les HSCAS n’améliore la toxicité de l’OTA ni chez les poulets (Huff et al., 1992), ni chez les porcs 
(Bauer et al., 1994), ni in vitro (Galvano et al., 1998). 
Une étude a été menée pour évaluer la capacité des aluminosilicates (HSCAS) à  protéger des 
souris (Balb) contre la génotoxicité et la cytotoxicité induite par ZEA. La cytotoxicité et la génotoxité  
de la ZEA a été évaluée par l'augmentation de la fréquence des micronoyaux polychromes des 
érythrocytes (PCEMN) et des aberrations chromosomiques dans la moelle osseuse de cellules. 
L’exposition simultanée par voie intra-gastrique de HSCAS (400-800 mg/kg pc) et de ZEA (40mg/kg 
pc) abouti à une réduction du nombre de PCEMN et une diminution de la fréquence des aberrations 
chromosomiques, et une augmentation du nombre d'érythrocytes polychromatophiles (PCE) dans les 
cellules de la moelle osseuse, par rapport à ceux du groupe traité avec ZEA seule (Abbès et al., 2007). 
La ZEA provoque l’augmentation de l'hématocrite, l'hémoglobine, les globules blancs: les 
lymphocytes, les éosinophiles, les neutrophiles, les monocytes et les la plupart des paramètres 
biochimiques sériques. Elle réduit considérablement les plaquettes et induit des changements 
dégénératifs dans le foie et les tissus rénaux chez les souris (Balb) (Abbès et al., 2006). Les foies de 
souris traitées avec ZEA (40mg/kg pc ou 500 mg/kg pc) a montré une nécrose focale (FN), une 
dilatation vasculaire et une infiltration lymphoïde (LI). Les foies de souris traitées avec les  HSCAS 
seules (400mg/kg pc ou 5 g/kg pc) ou  en combinaison avec ZEA a révélé une même image 
histologique par rapport à celle du groupe témoin (Abbès et al., 2006). Toutefois, les reins des souris 
traitées avec les HSCAS seules, ou avec les HSCAS associés à la ZEA a également montré image 
histologique normale (Abbès et al., 2006). 
Il a été mis en évidence que le mélange des HSCAS avec ZEA induit un rétablissement des paramètres 
hématologiques (hématocrite, lymphocytes, éosinophiles, neutrophiles et monocytes qui rediminuent), 
les niveaux d'activités enzymatiques (aspartate amino-transférase (ASAT), alanine amino-transférase 
(ALAT), alcalines phosphatase (ALP), la bilirubine conjuguée (BILD), de la bilirubine total (BILT) et 
le taux de créatinine sérique (CRE). L'examen histologique des reins des souris traitées uniquement 
avec la ZEA a révélé un gonflement des cellules épithéliales (SEC) du tubule proximal, une 
dégénérescence granuleuse (GD), et la dilatation des vaisseaux sanguins (Abbès et al., 2006). 
 
1.1.3 Les Zéolites  
 
Les zéolites naturelles ou synthétiques ont été utilisées dans l'alimentation des animaux, 
principalement pour améliorer les performances des traites. L'efficacité in vivo des zéolites à améliorer 
les conséquences de l'aflatoxicose, principalement dans les élevages de volailles (poulet de chair, oies, 








Une autre stratégie consiste à limiter les effets toxiques des mycotoxines par la 
cholestyramine.  La cholestyramine est une résine échangeuse d'anions  qui est utilisée pour fixer les 
acides biliaires dans le tractus gastro-intestinal et réduire la réabsorption les lipoprotéines de faible 
densité (LDL) et du cholestérol.  
In vitro, la capacité de fixation de cette résine pour l'OTA et la ZEA est  respectivement de 9,6 
mg/g (Bauer et al., 1994) et de 0,3 mg/g (Ramos et al., 1996b). Cependant in vivo, la cholestyramine 
n'a eu qu'un très faible effet sur la réduction de la concentration d'OTA dans le sang, la bile, et les 
tissus chez les porcs (Bauer et al., 1994). In vitro, des incubations avec la ZEA (0,1µg/ml) et des 
concentrations croissantes de cholestyramine (0,001 à 1 mg/ml) ont montré une adsoprtion partielle de 
la ZEA (11%) et totale 100% avec 0,025 mg/ml et 1 mg/ml de cholestyramine, respectivement 
(Underhill et al., 1995).   
In vivo, la cholestyramine ajoutée à l’alimentation des souris (2,5 g/kg d’aliment) a permis de 
réduire les effets toxiques de ZEA (6mg/kg d’aliment) (Underhill et al., 1995).).  
L’effet de  la choléstyramine (CHA) sur la néphrotoxicitié et la biodisponibilité de l’OTA a 
été étudié chez les rats males (Sprague-Dawley). Les animaux ont été nourris avec des régimes 
contenant 1 ou 3 mg d'OTA /kg. Les régimes ont été enrichis avec 0,1 ; 1 et 5% de CHA. Les résultats 
ont montré que la CHA diminue la concentration d’OTA dans le plasma. L'excrétion de l'OTA et de 
ses métabolites (alpha ochratoxine, et ochratoxine A hydroxylé) dans la bile et l'urine a également été 
diminuée lors de l'addition de 5% CHA dans l'alimentation. Cela a été associé à une augmentation de 
l'excrétion de l'OTA dans les fèces (Madhyastha et al., 1992). L’enzymurie et la morphologie rénale a 
révélé que les CHA alimentaires peuvent diminuer la néphrotoxicité induite par l'OTA, en réduisant 
l'exposition à la toxine rénale (Kerkadi et al., 1998) suite à une diminution de la biodisponibilité et/ou 
la circulation entéro-hépatique de la toxine(Roth et al., 1988).  
 
1.2 Méthodes biologiques de décontamination 
 
On entend par «décontamination biologique » la transformation enzymatique des mycotoxines 
en un composé moins toxique. Un nombre important d’organismes (bactéries, moisissures, 
champignons…) a montré une capacité à métaboliser des mycotoxines. Pour une revue générale, voir 
dans les articles (Bata et al., 1999 ; Amézqueta et al., 2009 ; Halász et al., 2009 ; Reddy et al., 2010; 
Kabab, 2010 ; Jard et al., 2011). 
 
1.2.1  Désactivation de l’OTA par transformation 
 
La dégradation de l’OTA a été mise en évidence au cours du procédé d’ensilage : l’OTA 
présente sur l’orge est éliminée par la flore microbienne présente (Rotter et al., 1990). L’OTA est 
aussi partiellement dégradée par les bactéries du rumen des vaches, ce qui rend ces animaux plus 
résistants aux mycotoxines que les animaux monogastriques.  
L’OTA est hydrolysée en Otα et phénylalanine (figure 29) (Hult et al., 1976) ou est estérifiée 
en OTC (Galtier & Alvinerie, 1976). L’Eubacterium BBSH797, bactérie isolée du rumen, a été 
caractérisée par Schatzmayr et al. (2005) pour son potentiel de dégradation de l’OTA en OTα. La 
capacité de dégradation de l’OTA en OTα par Acinetobacter calcoaceticus, également isolé à partir du 
rumen, a été mise en évidence in vitro sur milieu synthétique à 25 et 30°C (Hwang & Draughon, 
1994). 
 
Figure 29 : Dégradation de l’OTA en phénylalanine et OT α (D’après Varga et al., 2010) 
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La dégradation de l’OTA, en divers produits non identifiés, a été mise en évidence par des 
suspensions de cellules de blé, d’orge ou de maïs. Ces transformations enzymatiques incluent des 
réactions d’hydrolyse, de méthylation et d’hydroxylation qui conduisent parfois à une perte du 
potentiel toxique de la molécule (Ruhland et al., 1994 ; 1996a, b). Une enzyme, isolée à partir 
d’Aspergillus niger dégrade l’OTA en OTα (Stander et al., 2000). 
D’autres activités enzymatiques, ainsi que d’autres microorganismes, ont été caractérisés pour 
leur potentiel de dégradation de l’OTA (tableau12). Pour une revue générale, voir l’article de 
Abrunhosa et al., 2010 ; Varga et al., 2010. 
 
Tableau 12 : Transformation de l’OTA par différents microorganismes. (Adapté de Jard, 2009) 
Souches utilisées Produits observés remarques Références 
Bactéries    
Bectéries isolées à partir du 
rumen Actinobacter sp. 
OTα  Galtier & Alvinerie, 1976. 
Kiessling et al., 1984. 
Hwang &  Draughon, 1994. 









Acides de bactéries lactiques 
 
 
28% d’OTA adsorbée 
Skinjar et al., 1996 
Fuchs et al., 2008 
 
Del Prete et al., 2007 
Moisissures    
Aspergillus de la section Nigri 






Plus de 80% de l’OTA dégradée Abrunhosa et al., 2002 et 
2006 ; Stander et al., 2000 
Bejaoui et al., 2006. 
Varga et al., 2000. 
Rhyzopus sp  95% d’OTA dégradée en 7 jours Varga et al., 2005 
Aureobasidum pullulans OTα Agent de bio contrôle efficace sur la vigne  
permettant une accumulation moindre de 
l’OTA  dans le raisin et une diminution des 
symptômes de l’aspergillose. 
De Felice et al., 2008 
Penicillium   Abrunhosa et al., 2002 
Levures    
P.rhodozyma OTα  Péteri et al., 2007 
Sacharromyces cerevisiae  
 
OTα 
 Cecchini et al., 2006. 
Bejaoui et al., 2004.  
Angioni et al., 2007 
Styriak et al., 2001.  Meca et 
al., 2010. Patharagan et al., 
2011 
Trichosporon mycotoxinivorans OTα Transformation totale en 2,5h Ajout de cette 
levure peut contrecarrer les effets nocifs liés 
à l’OTA chez le poulet. 
Molnar et al., 2004. 
Schatzmayr et al., 2002, 
2003, 2006 
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1.2.2  Désactivation de ZEA par transformation 
 
Plusieurs  microorganismes comme des bactéries, des levures et des moisissures ont  montré 
leur capacité à transformer la ZEA (voir tableau 13). Les métabolites produits sont représentés dans la 
figure 30.  
 
 
Figure 30 : Structures chimiques de différents métabolites de la ZEA (Adapté de Jard, 2009). 
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Tableau 13 : Transformation de la ZEA par différents microorganismes (Adapté de Jard, 2009) 
Souches utilisées Produits observés remarques Références  
Bactéries    
Bactéries du rumen  α-β zéaralénol  Kiessling et al., 1984 
Bactéries du sol  
Bacillus sp 
  Mortensen et al., 2006 
Edgar et al., 2011. Yi et al., 
2011 
Acinobacter sp (SM04)   Yu et al., 2011 
Bactéries intestinales du porc Pas identifiés  Kollarezik et al., 1994 
L.rhamnosus  
 
In vitro : Adsorption de 55% 
de pH 4 à pH 8 
Inactivation à l’acide ou à la chaleur (76% 
d’adsorption) augmente l’efficacité 
d’adsorption par rapport aux bactéries viables 
(47%). 
In vitro : 
El-Nezami et al., 2002 
Niderkorn et al., 2006 
El-Nezami et al., 2002; 2004 
Pseudomonas sp Pas identifiés Produit moins toxique que la ZEA. Enzyme 
codée par un plasmide 
El-Deeb, 2005. Altahli et El-
Deeb, 2009 
Culture mixte de bactéries issues 
du sol 
Pas identifiés  Megharaj et al., 1997 
Moisissures     
Rhizopus sp ZEA -4-β-
glucopyranoside+ 
α-β zéaralénol 
 Kamimura, 1986 
Thamnidium elegans  
Mucor bainieri 
ZEA glucoside  Sharkawy &  Abul-Hajj, 
1987a 
Cunnighamella bainieri  
 















α- β zearalénol  McMullen, 1977 
Rhizopus sp 
 




18% d’α-ZOL par rapport à ZEA 
initiale 
 et al., 1991 
Fusarium sp.  ZEA-4-sulfate Toxicité plus faible que la ZEA 
par mesure de la taille d’utérus de 
rate 
Plasencia &  Mirocha, 1991 
Clonostachys rosea  
 
ZEA décarboxylée Expression hétérologue du gène 
de lactonohydrolase zhd-101 
 
El-Sharkawy &  Abul-
Hajj,1988. 
Takahashi-Ando et al., 2002. 






Streptomyces sp.  ZEA-glucoside 
Hydroxy-ZEA 
 Kamimura, 1986 
El-Sharkawy &  Abul-
Hajj;1987b 






ZEA décarboxylée Séquence protéique brevetée de la 
ZEA estérase pour insertion du 
gène dans plantes transgéniques 
 
Duvick &  Rood, 2000 
Karlovsky et al., 2003 
Levures     
S. cerevisiae  
 
Zearalanone 
 β zéaralénol 
 
























Hydroxy-ZEA Présente dans le produit 
Mycofix®plus (Biomin, Autriche) 
 
Molnar et al., 2004 
Schatzmayr et al., 2008. 
Vekiru et al., 2009 et 2010 
 
1.3 Composition de la paroi cellulaire des levures  
 
Les parois de bactéries et des levures sont capables de se lier aux mycotoxines et de limiter 
ainsi leur biodisponibilité dans le tube digestif. Trois composants principaux constituent la paroi des 
levures: glucanes, mannanes et chitine.  
La surface extérieure de la paroi cellulaire des levures est composée d'un mélange complexe 
d'hydrates de carbone qui contient du mannose et un mélange de mannose-protéines. Les surfaces 
intérieures contiennent des glucanes et autres glucides complexes.  
Les mécanismes d’adsorption font appel à des liaisons hydrogène, ionique ou des interactions 
hydrophobes. La paroi cellulaire de Saccharomyces cerevisiae représente environ 30% (p/p) du poids 
total de la cellule. La majorité des protéines de la paroi cellulaire (mannoprotéines) sont liée de 
manière covalente au β-1,3-glucane via les chaînes β-1,6-glucane (figure 31). 
La structure squelettique est aussi renforcée par une faible quantité de chitine liée sur l’intérieur de 
celle-ci (Smits et al., 1999; 2001). 
 
 
Figure 31 : Organisation moléculaire générale de la paroi cellulaire de Saccharomyces cerevisiae (Smits et al., 
2001).  EP : espace périplasmique, CWP : «cell wall proteins», mannoprotéines de la paroi cellulaire, Pir : 
«Proteins with internal repeats», mannoprotéines qui possèdent des séquences internes répétées, GPI : 
groupement glycosylphosphatidylinositol. 
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Une étude in vitro sur la cinétique de l'interaction entre plusieurs mycotoxines (AFB1, DON, 
patuline, et OTA) et les β-glucanes provenant de différentes sources à pH du tube digestif (3 ; 6 et 8) a 
été réalisée par l'équipe (Yiannikouris et al., 2006). Les conditions acide et neutre donnent les taux 
d'affinité les plus élevés pour AFB1>DON>OTA et impliquent à la fois (1-3) β-glucanes et (1-6)- β-
glucanes. Les conditions alcalines, en raison de leur action de déstruction des glucanes, sont seulement 
favorables pour l'adsorption de la patuline (Yiannikouris et al., 2006). 
Raju et Devegowda (2000) ont montré que les mannanes peuvent lier l'ochratoxine A et la 
toxine T-2. Yiannikouris et al. (2003, 2004a, b, c) attribuent la liaison  de la zéaralénone aux β-D-
glucanes.  
 
1.3.1 Désactivation de la ZEA  par les levures et leurs parois  
 
La structure macromoléculaire des β-glucanes joue un rôle déterminant dans l’efficacité de la 
fixation. En effet, une modélisation moléculaire a permis de visualiser la complémentarité 
géométrique, qui permet la molécule de zéaralénone de se loger à l’intérieur de la structure en hélice 
des β-glucanes pour former un complexe chimique (Yiannikouris  et al., 2004a) (figure 32). 
 
Figure 32 : Fixation de la  Zéaralénone (en violet) dans l'hélice des glucanes de Saccharomyces cerevisiae. 
(D’après Yiannikouris  et al., 2004a) 
 
L’étude de la stabilité de ces complexes en fonction du pH et d’échanges par dialyse a permis 
de montrer que les liaisons chimiques formées sont de nature électrostatiques via les groupes 
hydroxyle, lactone et cétone de la zéaralénone. Des liaisons de type van der Waals existent également 
entre les cycles aromatiques des toxines et les deux cycles de glucanes qui l’encadrent. Les complexes 
formés sont stables dans les conditions physico-chimiques normales du tube digestif (Yiannikouris  et 
al., 2004 b,c). 
Yiannikouris et al. (2004d) ont évalué le rôle des β-D-glucanes dans l'adsorption de la 
zéaralénone à pH 3, 6, et 8 retrouvés dans le système digestif de l'homme. Les conditions acides et 
neutres ont donné la plus grande affinité (64-77%) par β-1,3-D-glucanes, tandis que les conditions 
alcalines diminuent l'adsorption. Les conditions alcalines semblent faire obstacle à la conformation 
tridimensionnelle  de B-D-glucanes et de favoriser une hélice unique et/ou structure aléatoire 
(Yiannikouris et al., 2004d). 
Quatre souches de Saccharomyces cerevisiae  avec différentes composition de parois en 
glucane et de mannane ont été comparées : la souche wt292 (type sauvage),  fks1 (souche mutée, qui 
est déficiente en β-1,3-D-glucane synthétase), mnn9 (souche mutée, qui est déficiente du gène 
nécessaire à la N-glycosylation), la souche commerciale sc1026 (de Altech Inc). Les parois des 
souches wt292 et mnn9 riches en β-glucanes, ont été capables  de complexer une concentration élevée 
de ZEA en comparaison aux souches fks1 et sc1026. La grande quantité de chitine dans les souches 
mnn9 et fsk1 augmente l’insolubilité des β-glucanes et diminue la flexibilité de ces parois cellulaires, 
ce qui limite l’accès de la ZEA aux sites des β-glucanes impliqués dans la formation du complexe 
(Yiannikouris  et al., 2004a). Il a été conclu que les interactions chimiques entre bêta-glucanes et la 
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1.3.2 Désactivation de l’OTA  par les levures et leurs parois  
 
Le fait que l’adsorption des ochratoxines soit renforcée lorsque des cellules de levure sont 
remplacées par les extraits de parois cellulaires (Huwig et al. 2001), ou des cellules traitées 
thermiquement (Bejaoui et al., 2004) indique la nature physique de l'adsorption de l'OTA (Shetty & 
Jespersen, 2006).   
Les parois de levure fixent, en fonction de leurs caractéristiques chimiques, d’avantage 
certaines mycotoxines que d'autres. De plus, un effet dose a été mis en évidence: plus il y a de 
mycotoxines, plus il faut de ligands (parois de levures).  
Plusieurs modèles existent (Hill's, Freundlich et Brunauer-Emmett-Teller, Langmuir,…) pour 
l’interprétation biologique du phénomène d’adsorption.  Pour décrire le phénomène en entier, il faut 
prendre en compte tous les paramètres. 
La biosorption de l'ochratoxine A (OTA) sur trois produits dérivés de levure: sous produits du 
vin contenant des parois de levure (EX16), beta-glucane purifiée de levure (BETA) et la paroi de 
levure (LEC), a été étudié  in vitro en fonction de la température de 4 à 37°C (Ringot et al., 2005). 
Cette recherche avait pour but d'accroître la compréhension des mécanismes d'adsorption de 
l'ochratoxine A sur les produits dérivés de levure, en se basant sur des paramètres thermodynamiques. 
La paroi cellulaire de levure sèche (LEC) s’est révélé la  plus efficace pour l'adsorption de l’OTA. Les 
meilleurs modèles de biosorption de l'OTA par  EX16, BETA et LEC ont été identifiés comme étant, 
respectivement, Hill's, Freundlich et Brunauer-Emmett-Teller (Ringot et al., 2005). Pour les produits 
BETA et EX16, il a été observé une diminution de l'interface   solide/solution, alors que pour  LEC, 
les paramètres thermodynamiques suggère des interactions hydrophobes (Ringot et al., 2006). 
 
1.3.2.1 Désactivation de l’OTA par Saccharomyces cerevisiae 
 
Des poulets de chair ont reçu dans leur alimentation 5ppb d’OTA en présence ou en absence 
de parois de levures de Saccharomyces cerevisiae CWSC (0,01%). Les paramètres mesurés sont le la 
prise alimentaire, le gain de poids, le poids relatif du foie, du rein et de la bourse de Fabricus. L’OTA 
seule a provoqué des effets négatifs sur la prise alimentaire et le gain de poids. Ni l’OTA, ni la levure 
n’a d’effet sur le poids relatif des organes. La levure n’a pas amélioré l’effet de l’OTA sur le gain de 
poids (Santin et al., 2003). 
L’effet protecteur des levures séchées de Saccharomyces cerevisiae (3 g/kg d’aliment) et/ou  
la vitamine C (300 mg/kg d’aliment) a  été testé  vis-à-vis  de l’OTA (200 ppb) sur les poulets de 
chair. L’OTA a provoqué une diminution significative du poids corporel et la consommation 
d'aliment. Une augmentation significative du poids relatif des organes (rein, foie, gésier,  
proventricule) et du taux de mortalité. La supplémentation avec la levure soit seule ou en combinaison 
avec la vitamine C a atténué les effets toxiques de l'OTA. La vitamine C seule n'a pas empêché les 
effets négatifs d'OTA observées dans les poussins (El Barkouky et al., 2010).  
Blank et Wolffram (2009) ont montré que l’ajout dans l'alimentation de levures 
(Saccharomyces cerevisiae CNCM I-1077, Lallemand SA, Toulouse, France) vivantes, améliore les 
performances zootechniques, chez les moutons mais n’a aucune incidence sur la toxicocinétique de 
l’OTA. Par contre dans une autre étude, des poules pondeuses ont été nourries avec une alimentation 
contaminée en OTA (0,2 ppm) et supplémentée en Saccharomyces cerevisiae (0,2%) durant 12 
semaines. Les levures n’ont pas d’effet particulier sur l’adsorption de l'OTA. L’OTA a été retrouvée 
en quantité faible dans l’ordre décroissant dans rein>sang>muscle (Zaghini et al., 2007).  
 
.3.2.2 Désactivation de l'OTA par Trichosporon spp 
 
Une étude menée sur des poulets a révélé que l'influence négative des doses élevées 
d'ochratoxine sur la performance des poulets de chair pouvait être neutralisée par l’addition de 
Trichosporon spp.  Le poids final du groupe recevant 1 ppm d'OTA (mg/kg d’aliment) et de la levure 
(105 CFU par gramme de nourriture) a été en moyenne de  61 grammes plus élevé que le groupe ayant 
reçu 1ppm  d’OTA sans la levure (Schatzmayr et al., 2004). 
La levure Trichosporon mycotoxinivorans apporté par l’alimentation a complètement bloqué la 
suppression immunitaire induite  par l’OTA chez des poussins de chair (Kabab et al., 2010).  
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1.3.2.3 Désactivation de l'OTA dans les vins par différentes levures 
 
Les souches œnologiques de Saccharomyces cerevisiae, ont la capacité d’éliminer l’OTA 
contaminant fréquemment retrouvé dans le vin. L’adsorption des mycotoxines par les levures a été 
mise en évidence par l’utilisation d’un mélange de levure stérilisée et de résidus de fermentation de la 
bière : le mécanisme expliquant la disparition de l’OTA in vitro suppose l’adsorption de l’OTA sur la 
paroi des levures.  Les cellules Saccharomyces cerevisiae, traitées thermiquement ont montré une 
adsorption de 90% (p/p) par rapport aux cellules viables (35% p/p) indiquant la nature physique de la 
liaison et le rôle important de la densité cellulaire dans l'efficacité d'adsorption. Ces levure mortes 
peuvent potentiellement être utilisées pour éliminer l'OTA à partir de jus de raisin (Bejaouii et al., 
2004). De plus, l’utilisation de ces levures vivantes, ou mortes, n’entraîne pas de modifications de la 
qualité du vin. Ce procédé est donc prometteur pour la décontamination de l’OTA dans le  vin. 
L'équipe de Cecchini et al. (2006) a examiné si les souches de levures (Saccharomyces 
cerevisiae (Scer), Saccharomyces cerevisiae bayanus (Suva), Saccharomyces bayanus (Sbay), 
Kloeckera apiculata (Kl), Torulaspora delbrueckii (T), Schizosaccharomyces pombe (Schp), Candida 
pulcherima (C) et Saccharomycodes ludwigii (Slud)), responsables de la fermentation alcoolique, 
pouvaient avoir une influence sur la concentration de l'OTA dans le vin blanc et rouge. 
Avant la fermentation, l'OTA a été ajoutée aux moûts jusqu'à une concentration de 2mg/l.  
L’OTA a été déterminée dans le vin blanc et rouge résultant des moûts et de l'extrait méthanolique de 
la levure liés (MEL). Les données ont montré une réduction significative de l'OTA à la fin de la 
fermentation alcoolique. Cependant, selon la souche de levure impliquée dans la fermentation, il y a 
une différence dans la teneur en OTA dans les vins. Le pourcentage d'OTA qui disparaît lors de la 
fermentation oscille  entre  46,83 % et 52,16 % dans le vin blanc et entre  53,21 % et 70,13 % dans le 
vin rouge (figure 33). L'absence de produits de dégradation propose un mécanisme d'adsorption.  
(Cecchini et al., 2006). 
 
Figure 33 : Pourcentage des valeurs d'OTA dégradé par les levures à la fin de la fermentation dans le vin blanc 
et rouge (Cecchini et al., 2006). 
 
Var et al. (2009) ont étudié la capacité d’adsorption d’OTA de plusieurs souches de levure 
(Candida, Kloeckera, Rhodotorula et Cryptococcus) isolées de raisins turques. Les cellules viables et 
traitées thermiquement ont été incubées avec l’OTA (10ng/ml) dans le vin blanc ou un tampon à pH3 
(PBS) à 25°C pendant 4h. Le taux d’OTA a été mesuré dans le surnageant après centrifugation. Le 
taux d’adsorption des cellules viables variait de 1,96 à 26,11 % dans le PBS et de 4,75 à 21,40 % dans 
le vin blanc. Avec les cellules traitées thermiquement, le taux d’adsorption allait de 4,10 à 31,31% 
dans le PBS et de 8,08 à 30,45 % dans le vin blanc (Var et al., 2009).  
La viabilité des levures n’est pas nécessaire pour l’adsorption de l’OTA (Var et al., 2009 ; Bizaj et al., 
2009). 
Une vingtaine de levures de Saccharomyces cerevisiae et Kloeckera apiculata (107cellules/ml) 
pendant la fermentation alcoolique ont été étudiées en présence d’OTA (0,2 ; 0,6 ; 3 et 6µg/l). Il a été 
noté que la présence d’OTA n’affecte pas le processus de fermentation alcoolique. Certaines levures 
ont permis la réduction d’OTA. L'absence de résidus d'OTA dans la biomasse exclue un effet 
adsorbant sur les parois levure des souches testées, et l'absence d’OTα et de phénylalanine suggère 
d’autres voies de dégradation de l'OTA par les levures (Angioni et al., 2007). 
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1.3.2.4 Désactivation de l'OTA par la levure Phaffia rhodozyma   
 
La souche P.rhodozyma CBS 5905 dégrade  plus de 90% d’OTA en 15 jours à 20°C. Les 
données indiquent que les  P. rhodozyma sont capables de convertir l’OTA en OTα (Peteri et al., 
2007). Les agents chélateurs tels que l'EDTA et 1,10-phénanthroline inhibent la dégradation de l’OTA 
provoquée par P.rhodozyma. Ceci indiquant que la carboxypeptidase impliquée est une 
métalloprotéase, similaire  à la carboxypeptidase A. La température optimale de cette enzyme se situe 
au-dessus de 30 °C, ce qui est beaucoup plus élevée que la température optimale de croissance de  
P.rhodozyma, qui est d'environ 20°C. 
De plus, qu’elles soient viables ou après un traitement thermique (mortes), les cellules de 
P.rhodozyma sont également en mesure d'adsorber des quantités importantes (jusqu'à 250 ng/ml) 
d'OTA. Le traitement thermique renforce les activités d'adsorption d’OTA par les cellules. Il a été 
conclu que la souche P. rhodozyma CBS 5905 est capable de détoxifier l’OTA par transformation et 
par adsorption (Peteri et al., 2007).  
 
1.3.3 Désactivation de ZEA, OTA  par différentes souches de levures  
 
Plusieurs levures ont été testées par l’équipe de Bakutisi (2005) pour leur capacité de réduire 
le taux des mycotoxines (ZEA, OTA, AF et DON) des graines de tournesol, du maïs et des fourages. 
Des échantillons de graines de tournesol, et de maïs, ont été inoculés avec Saccharomycopsis 
capsularis, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Geotrichum fermentans, Rhodotorula rubra, 
Rhodotorula glutinis, Metschnikowia pulcherima, Kluyveromyces marxianus pendant 10 jours  à 
28±2°C. L'analyse des mycotoxines a été réalisée avant et après l’ajout de l’inoculum. 
La levure Rhodotorula rubra  permet la réduction totale de la ZEA (de 2 à 0mg/kg) (figure 34 graphe 
de gauche) dans les graines de tournesol (Bakutisi et al., 2005). Les auteurs ne précisent pas s’il s’agit 
d’une adsorption ou une transformation. 
Dans le maïs de fourrage, la levure Rhodotorula glutinis réduit de 93,2% (de 0,22 à 0,015 mg/kg) la 
zéaralénone (figure 34 graphe de droite). Cette levure (Rhodotorula glutinis) augmente de taux d’OTA 
de 0,0047 à 0,0059 mg/kg, soit une augmentation de 20,3% dans le maïs (figure 34 graphe de droite). 
 
 
Figure 34 : Taux de mycotoxines (mg/kg) avant et après 10 jours culture de levures Rhodotorula rubra  dans les 
graines de tournesol (à gauche) et Rhodotorula glutinis dans le maïs (à droite) (Bakutisi et al., 2005). 
 
La levure Geotrichum fermentans réduit la ZEA de 45% (de 0,20  à 0,11 mg/kg), dans les fourrages 
(figure 35 graphe de gauche). La levure Kluyveromyces marxianus de réduire le taux de ZEA de 0,25 à 
0,14 mg/kg (figure 35 graphe de droite) (Bakutisi et al., 2005). 
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Figure 35 : Taux de mycotoxines (mg/kg) avant et après 10 jours culture de levures Geotrichum fermentans (à 
gauche) et de Kluyveromyces marxianus  (à droite) dans les composés de  fourrage (Bakutisi et al., 2005). 
 
1.3.4 Désactivation de l’AFB1  par  Saccharomyces cerevisiae 
 
La liaison de l’AFB1 à la levure S. cerevisiae (SC) semble être un phénomène physique. La 
liaison était 2 fois plus importante lorsque les cellules ont été traitées à 120°C pendant 20min en 
comparaison à celles traitées à 52, 55 et 60 °C pendant 5 et 10 min. De même, lorsque les cellules sont 
traitées avec du HCl (2M) pendant 1h,  la liaison est jusqu'à 2 fois plus importante. Les résultats 
obtenus montrent que certaines souches de S.cerevisiae, viables ou non viables, se lient efficacement à 
l’AFB1 (Shetty et al., 2007). 
Les levures vivantes (S. cerevisiae) ont été utilisées comme un promoteur de performances 
dans l’industrie de la volaille à partir des années 1990. L’effet bénéfique sur le gain de poids et la 
réponse immunitaire chez les poulets de chair exposés à l'aflatoxine (Kabab et al., 2010) a été 
constaté. S. cerevisiae améliore le gain de poids et diminuent les effets génotoxiques produits par 
l'AFB1 chez les souris (Kabab et al., 2010). 
Zaghini (2005a) et son équipe ont mesuré les quantités d’AFB1 et d’AFM1 dans les tissus 
(foie, rein, muscle et graisse) de porc nourris pendant 5 semaines avec de l’AFB1 (280 µg/kg 
d’aliment) et 0,2 % de levure Saccharomyces cerevisiae. Ni l’AFB1, ni l’AFM1 n’ont été retrouvées 
dans le muscle et la graisse des animaux traités avec l’AFB1 et la levure. Dans le foie et le rein des 
animaux ayant reçu de l’AFB1 et/ou la levure des quantités faibles ont été retrouvées en AFB1 (0,03 
ppb dans le rein ; 0,12 ppb dans le foie) et en AFM1 (0,48 ppb dans le rein et 0,54 ppb dans le foie), ces 
quantités sont similaires entre le groupe témoin (AFB1 seule) et le groupe ayant reçu de l’AFB1 et la 
levure. Ces résultats confirment la faible capacité  des levures à fixer d'AFB1 et AFM1. Ces données 
sont en accord avec d’autres travaux (Stubblefield et al., 1991; Rizzi et al., 2003a).  
 
Une étude récente réalisée in vitro a permis de sélectionner 2 souches de S.cerevisiae (RC016 et 
RC008) pour leur capacité à se lier avec l’AFB1 (50, 100 et 500ng/ml) et à résister aux conditions du 
tractus gastro-intestinal ainsi qu’à inhiber la croissance des bactéries pathogènes (E.coli, Enterobacter 
cloacae et Salmonella enterica sub sp) (Armondo et al., 2011 ; Pizzolitto et al., 2011). Ces deux 
souches de RC008 RC016 augmentent la digestibilité des fibres dans le tractus gastro-intestinal car 
elle stimule le développement des bactéries cellulosiques dans le fluide ruminal (Dogi et al., 2011). Le 
potentiel de S. cerevisiae à réduire la toxicité des aflatoxines  a été évalué chez les souris (Swiss 
Albino). Les  souris ingérant de l'AFB1 (0,7 mg/kg pc), prennent moins de  poids, et voit leur staux 
sériques d'ALAT (alanine aminotransférase), d’ASAT (aspartate aminotransférase), d'acide urique et 
de créatinine augmenter. Les niveaux d'antioxydants non enzymatiques (GSH), et enzymatiques 
(SOD : superoxyde dismutase) diminuent significativement dans le foie et les reins des souris traitées 
avec l’AF en comparaison au témoin. Les examens histopathologiques ont montré de graves 
dommages dans le foie et les reins des souris traitées avec les AFs.  Une nette amélioration tant 
concernant les les paramètres biochimiques sériques qu’au niveau des dommages hépatiques et rénaux 
est observée chez les souris ayant reçu les levures (4 ×108 UFC), 2h avant le gavage avec l’AFB1. Il y 
a aussi restauration du taux de GSH et des activités antioxydante comme la SOD (Tawfek et al.,2011). 
Les levures S.cerevisiae (0,2%) ont un effet protecteur contre l’AFB1 (200µg),  sur le gain de poids, la 
prise alimentaire, et les paramètres biochimiques (glutamique-oxalacetique transaminase (SGOT), 
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alcaline phosphatase (ALK.P) chez les cailles japonaises (Çelik et al., 2001). Saccharomyces 
cerevisiae et Rhizopus oligosporus permettent la réduction de la croissance d’Aspergillus flavus 
(champignon producteur d’AFB1) et le taux d’AFB1 dans des aliments de poulets. La réduction  de la 
quantité d’AFB1 est due soit à l’activité de Saccharomyces cerevisiae à inhiber la croissance du 
champignon producteur, soit à l’adsorption de la toxine. En ce qui concerne le Rhizopus oligosporus, 
cette réduction est le résultat de l’inhibition de la synthèse de l’AFB1 ou à sa dégradation. L’effet des 
deux microorganismes testés dans cette étude sur la réduction du taux d’AFB1 n’est pas 
significativement différents. Par contre, l’effet individuel de chaque microorganisme sur la réduction 
de l’AFB1 est meilleur que l’effet de la combinaison des deux (Kusumaningtyas et al., 2006). 
Chez des poussins ayant reçu dans leur alimentation de l’AFB1 (100, 200 et 300ppb) et 1% de  boues 
de levure (sous-produit de l'industrie d'alcool), on note une amélioration significative des valeurs 
biochimiques (protéines sériques totales, albumine sérique et l'activité ALAT), elle diminue le 
pourcentage de mortalité, par contre il n’y a pas d’impact sur les paramètres immunitaires ni sur la 
prise alimentaire, ni le gain de poids. Il a été observé que 1% des boues de levure adsorbent l’AFB1 
efficacement à 100 et 200 ppb, mais l’efficacité est moindre à 300 ppb d’AFB1. (Hashmi et al., 2006). 
 
1.3.5 Adsorption de l’OTA et l’AFB1 par les parois de Saccharomyces cerevisiae 
 
La paroi cellulaire peut fixer les mycotoxines in vitro, mais il y a peu d'informations sur le fait 
que cette adsorption puisse diminuer l'absorption des mycotoxines in vivo.  L'effet de paroi de levures 
(Saccharomyces cerevisiae 1026, Alltech, Inc) sur la toxicocinétique et l’'excrétion (urine et fèces) de 
l’AFB1 (0,716 µg/kg pc et 18,12 µg/kg pc) et l’OTA (3,22 µg/kg pc) a été testé chez le rat (Sprague–
Dawley) après administration orale de chaque toxine. La co-administration d'AFB1 et des parois de 
levures ne diminue pas le taux d’absorption. Par contre l’excrétion de l’AFB1 dans les fèces a 
augmenté jusqu'à 55% par rapport au témoin sans levures, tandis que l'excrétion urinaire a diminué. 
De même, ces parois de levures ont permis de diminuer l’absorption de l’AFB1, et d’augmenter son 
excrétion dans les fèces jusqu'à 156% chez les brebis laitières (Firmin et al, 2011). 
L’effet des levures sur l’OTA est moins marqué bien que l’excrétion fécale augmente  de 16%, 
il n’y a par contre pas de changements de l’élimination urinaire d’OTA.  L’effet in vivo est en accord 
avec la capacité d’adsorption des mycotoxines (AFB1 et OTA) sur les parois de levures in vitro 
(Firmin et al., 2010).  
 
1.3.6 Adsorption des mycotoxines par les glucomannanes de Saccharomyces cerevisiae 
 
Les glucomannanes extraits des parois cellulaires de la levure Saccharomyces cerevisae sont 
capables de se lier à certaines mycotoxines (tableau 14).  Leur capacité de liaison résulte de la large 
surface d'échange. Ainsi 500g de glucomannanes des parois cellulaires de la levure Saccharomyces 
cerevisae ont la même capacité d'adsorption que 8 kg d'argile (Yannikouris & Jouany, 2002). 
 
Tableau 14 : Capacité des glucomannanes issues de Saccharomyces cerevisae d'adsorber les mycotoxines 
(adapté de Yiannikouris &  Joauany, 2002). 
Mycotoxines AF FB ZEA  T-2 CIT DON OTA Nivalénol 
Adsorption (%) 95 67 77 33,4 18,4 12,6 12,5 8,2 
 
Les glucomannanes ont montré une capacité de liaison avec la ZEA et de la FB1, mais très peu 
avec le DON. Une étude a été menée par Raju et Devegoxda (2000) pour évaluer les effets individuels 
et combinés des aflatoxines (0 à
 
0,3 mg/kg), de l'OTA (0 à 2 mg/kg) et de la toxine T-2 (0 à 3 mg/kg) 
sur la performance des animaux, la morphologie des organes, la biochimie et d'hématologie de 960 
poulets de chair âgés de 1 à 35 jours et l'efficacité des glucomannanes estérifiés (dérivé de paroi de 
Saccharomyces cerevisiae 1026). Le poids corporel et la consommation alimentaire ont diminué suite 
à l’ingestion de l'ensemble des mycotoxines, l’OTA étant la plus toxique en début de vie.  La  teneur 
en cholestérol sérique a diminué alors que l'activité sérique de la γGT est augmentée par l’AF et 
l’OTA. Ces effets sont plus prononcés chez les poussins de 21 que 35 jours.  L'ingestion simultanée 
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des trois mycotoxines n’a pas montré une toxicité accrue comparée à l’ingestion des mycotoxines deux 
par deux. Les glucomannanes estérifiés ont permis l’augmentation du poids corporel (2,26%) et de 
l'apport alimentaire (1,6%) accompagnés d’une diminution du poids du foie (32,5%) et des glandes 
surrénales (18,9%), l'activité de la γGT sérique est augmentée de 8,7%, les protéines sériques 
augmentent de 14,7%, le taux de cholestérol de 21,9%, et l'hémoglobine de 3,% (Raju &  Devegowda, 
2000). Une autre étude confirme également les effets protecteurs de la glucomannane de levure contre 
l'aflatoxicose dans les poulets de chair (Karaman, et al., 2005 ; Shetty & Jespersen,  2006). 
L'efficacité de la levure de glucomannane (Mycosorb ®), incorporée dans l'alimentation à raison de 0,5 
et 1g/kg, a été évaluée sur les effets néfastes de 2 mg d'aflatoxines/kg d'aliment sur les poussins de 
chair en croissance âgés de 1 à 21 jours. Le traitement par les aflatoxines a causé des changements 
dans les hépatocytes du foie et de l'épithélium tubulaire des reins,  avec épuisement folliculaire dans la 
bourse de Fabricius, le thymus et la rate. La rate a été agrandie et congestionnée alors que le 
thymus a été atrophié. La levure glucomannane ajoutée à l’alimentation a réduit la gravité des 
changements pathologiques provoquée par l’AF. Le nombre d'organes affectés a également été réduit 
dans le groupe recevant 1g/kg de levures glucomannanes. Ces résultats montrent que la levure 
glucomannane a diminué les effets négatifs de l'aflatoxine sur les changements pathologiques et que la 
concentration la plus élevée de la levure glucomannane (1g/kg) était plus efficace que la concentration 
de 0,5 g/kg. La levure en elle-même n’avait aucun effet négatif (Karaman et al., 2005). 
Rizzi et al. (2003b) ont évalué l’effet des glucomannane estérifiés (0,11% Mycosorb, Alltech Inc) sur 
les poules pondeuses exposées via leur alimentation à diverses mycotoxines (0,893 ppm AB1 ; 10,36 
ppm ZEA et  0,171 ppm FB1). Ces 3 mycotoxines n’ont été retrouvées ni dans le foie ni dans les 
excréments des animaux, ni dans les œufs. Ces toxines sont excrétées sous forme de métabolites et ne 
sont pas facilement transférés dans les œufs ni accumulés dans les tissus (Rizzi et al., 2003b). Les 
mannanoligosaccharides (0,11%) adsorbent l’AFB1 (2,5 ppm), en réduisant son absorption dans le 
tractus intestinal  des poules pendeuses. Ni l’AFB1, ni l’AFM1 ne sont retrouvées dans les œufs et le 
foie des animaux (Zaghini et al, 2005b). 
Chez des rats ayant ingérés  de mannooligosaccharides de levure sèche, les dommages induits 
par l'AF n'ont pas été réduits de manière significative (Baptista et al., 2004). Ceci est contraire aux 
résultats de Devegowda et al. (1996). Les glucomannanes estérifiés n’ont pas d’effet contre le DON 
(Dänicke et al., 2007). 
 
1.3.7 Capacité de liaison des mycotoxines par S. cerevisiae ou des bactéries lactiques dans 
le tractus gastro-intestinal 
 
L’application potentielle de S.cerevisiae et les bactéries lactiques (LAB) pour lier des 
mycotoxines dans l'alimentation humaine et animale dépend de la stabilité du complexe dans le tractus 
gastro-intestinal et la résistance du complexe dans le temps. 
L’adhésion des microorganismes pro-biotiques à la muqueuse intestinale est considérée comme 
importante pour de nombreux effets sur la santé. S. cerevisiae montrent généralement une très faible 
capacité d’adhésion à la muqueuse de l'intestin,  alors que les bactéries lactiques s’adhérent de manière 
importante à l'intestin (Shetty & Jespersen, 2006). Les cellules de S.cerevisiae, sont capables de 
résister à l'environnement sévère du tractus gastro-intestinal mais certaines souches sont éliminées du 
système très rapidement (Shetty & Jespersen, 2006). 
L'alimentation des animaux (volailles) d'expériences avec la levure entière ou avec la paroi 
cellulaire ont montré que l'ajout de S. cerevisiae dans le régime alimentaire a entraîné une réduction de 
la toxicité de l’AFB1. Il  a été suggéré que le complexe levure-mycotoxine formé semble stable  à 
travers le tractus gastro-intestinal. (Shetty & Jespersen, 2006).
 
Kankaanpaa et al. (2000) ont étudié l'effet de l'aflatoxine B1 sur la capacité d'adhérence de la souche 
Lactobacillus rhamnosus GG dans l’intestin en utilisant le modèle cellulaire Caco-2. La présence 
d'AFB1 réduit la capacité d'adhérence de la souche L. rhamnosus GG  de 30% à 5%. Les aflatoxines 
peuvent influencer les propriétés d'adhérence des probiotiques capables de les supprimer. Ces 
bactéries une fois libérées dans l’intestin adsorbent l’aflatoxine, et donc par conséquent peuvent 
réduire l'accumulation d'aflatoxines dans l'intestin  suite à une excrétion accrue du complexe bactéries-
aflatoxines. Une étude similaire (Gratz et al., 2004) a montré que la pré-exposition des cellules de L. 
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rhamnosus GG à l'AFB1 réduit sa liaison avec la muqueuse intestinale, résultant de l'élimination plus 
rapide par voie fécale. Ces données suggèrent que, en augmentant l'excrétion d'aflatoxine par voie 
fécale, les pro-biotiques empêchent la perte de poids des animaux et réduit les effets hépatotoxiques 
causés par l'AFB1 sur les rats. 
La capacité des souches de Lactobacillus rhamnosus GG et LC-705 pour éliminer l’AFB1 du 
milieu liquide luminal intestinal a été testé in vivo au niveau du duodénum de poulet. Dans cette étude, 
la souche de L. rhamnosus GG réduit la concentration d'AFB1 de 54% dans la fraction soluble du 
fluide luminal en 1 min. Cette souche a été plus efficace par rapport à la souche L. rhamnosus LC-705 
(P <0,05), qui a supprimé 44% d'AFB1 dans des conditions similaires.  
Dans le cas de Propionibacterium freudenreichii ssp.shermanii JS et L. rhamnosus LC-705, la 
réduction de l’adsorption de l’AFB1 est de 63% et 37% respectivement. Les complexes formés in vitro 
entre soit L. rhamnosus GG ou L. rhamnosus  LC-705 et AFB1 étaient stables dans les conditions 
luminales pour une période de 1 heure (El–Nezami et al., 2000). 
La souche Lactobacillus rhamnosus GG en plus de réduire la disponibilité d’AFB1, protège 
contre les dommages membranaires et les fragmentations de l'ADN provoqués par l’AFB1 dans le 
modèle cellulaire Caco-2 (Gratz, 2007).   
Pizzolitto et al. (2011) ont comparé in vitro l’efficacité d’adsorption de l’AFB1 entre les 
bactéries lactiques et Saccharomyces cerevisiae. Les levures Saccharomyces cerevisiae présentent une 
meilleure capacité d’adsortion de l’AFB1 que les bactéries lactiques (Pizzolitto et al., 2011). La levure 
Saccharomyces cerevisiae fait intervenir essentiellement les glucommannanes (Karaman et al., 2005), 
pour les bactéries lactiques, les peptidoglucanes qui en sont responsables (Pizzolitto et al., 2011). 
 
1.4 Les études comparatives des différents adsorbants du commerce  
 
1.4.1 Comparaison d’adsorption de ZEA par plusieurs adsorbants commerciaux 
 
Les études concernant les adsorbants commerciaux se contredisent, certaines démontrent leur 
efficacité, d’autres mettent en question l’efficacité d'adsorption 
Une étude in vitro a été réalisée en 2004 par l’équipe de Döll pour comparer l’efficacité de 
détoxification de ZEA (1mg/kg) et du DON (10mg/kg) par plusieurs substances adsorbantes 
commerciales (tableau 15) et de laboratoire à savoir le charbon actif, la cholestyramine, la bentonite, 
l’aluminosilicate modifié, Toxisorb ®, Mycosorb® Extra, Klinosan®, Mycofix®, Fix-A-Tox® et 
Likratox® en utilisant un ratio de 1 :10 : 2500 (ZEA/DON/adsorbant testé) à différents pH (3, 4 ,5 et 
7) afin de respecter la variation du pH entre l'estomac et l'intestin dans le tube digestif des porcs. Le 
temps d’incubation a été fixé à10h couvrant le processus de digestion. 
Dans un tube, les toxines sont mises en contact avec l’adsorbant dans un tampon (pH5) 
pendant 2h à 37°C. Le pH est ensuite ajusté à pH3 par addition de 300µl d’acide orthophosphorique. 
Le tube est de nouveau incubé pendant 2h. Après 4h d’incubation simulant les conditions de 
l’estomac, le pH est ajusté à pH6 par adition de 600µl de NaOH (12M) mimant les conditions de 
l’intestin. Le tube est à nouveau incubé pendant 3h. La dernière étape est d’ajuster le pH à 7 par l’ajout 
de 400µl de NaOH (12M) et d’incuber  pendant 3h.  Les échantillons sont séparés par centrifugation 
(2100g) pendant 10min. Le surnageant est utilisé pour l’analyse des toxines. Pour chaque adsorbant 4 
répétitions ont été réalisées. 
 Afin de mesurer l’effet d’adsorption sous les conditions de pH de l’estomac, la réaction est 
arrêtée après 2h d’incubation à pH5 puis à pH3. 
La quantité de ZEA restante dans le surnageant est mesurée. La quantité de toxine adsorbée ou 
dégradée est calculée par la différence de concentration entre le témoin (tampon seul) et dans le 
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Tableau 15: Composition et mode d'action des adsorbants commerciaux (Döll et al., 2004) 
Produit  Composition Mode d’action supposé origine 
charbon actif  Adsorption  Merck KgaA, Darmstadt, 
Allemagne 
cholestyramine  Adsorption Sigma, St.Louis, MO, USA 
bentonite  Adsorption Sigma, St.Louis, MO, USA 
aluminosilicate 
modifié 
Mélange de bentonite et montmorillonite 
(produit d’essai) 
Adsorption Sud-chemie AG, Moosburg 
Allemagne 
Toxisorb ®  mélange de bentonite et montmorillonite, 
partiellement modifié 
Adsorption Sud-chemie AG, Moosburg 
Allemagne 
Mycosorb® Extra glucomanane estérifié issu de la paroi de 
levure Saccharomyces cerevisiae. 
Adsorption Altech GmbH, Bad        
Segeberg, Allemagne 
Klinosan® mélange de zéolites et extrait de levure 
contenant une grande concentration de 
nucléotides 
Adsorption Unipoint AG, Truttikon  
Suisse 
Mycofix®, un adsorbant et un mélange enzymatique Adsorption des mycotoxines 
polaires et dégrade 
enzymatiquement les tricothécènes 
et la ZEA. 
Biomin GmbH,  
Herzogenburg, Austria                       
Fix-A-Tox® Aluminosilicate Adsorption Alvetra und Werfft AG,  
Wien, Austria 
Likratox® Adsorbant et enzyme Adsorption et dégradation 
enzymatique 
Linzer Kraftfutter GmbH et 
Co, Linz, Austria 
 
L'effet du temps d'incubation et du pH a été testé sur l'efficacité d'adsorption de ZEA par 
Mycofix®. Il a été observé que l'adsorption de ZEA augmente avec l'augmentation du temps 
d'incubation et elle est meilleure au pH neutre qu'acide (figure 36). 
 
Figure 36 : Effet du temps d'incubation (A) et le pH(B) sur pourcentage de ZEA supprimée dans le solvant par le 
Mycofix®.  (Chaque point correspond à une moyenne de 2 essaies) (D’après Döll et al., 2004) 
 
Le charbon actif permet d’absorber (100%) de la ZEA sous toutes les conditions d’expérience 
(pH mimant l’acidité de l’estomac et de l’intestin). La cholestyramine (94%), aluminosilicate modifié 
(81%), Toxisorb ® (55%) ont montré une grande capacité d'adsorption de ZEA (figure 37).  
Parmi les adsorbants commerciaux testés, le Toxisorb® est le seul produit ayant la capacité d’adsorber 
plus de 25% de la ZEA. L’efficacité d’adsorption est moindre dans les conditions du pH de l’estomac. 
 
Figure 37 : moyenne du pourcentage de ZEA adsorbée par plusieurs agents détoxifiants sous conditions de pH 
de l'estomac (blanc) (n=2) et tout le long de l'expérience (gris) (n=4) (d’après Döll et al., 2004). 
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Le pourcentage de ZEA adsorbée augmente avec l'augmentation du ratio (ZEA/substance détoxifiante) 
(figure 38). 
 
Figure 38 : pourcentage de ZEA adsorbée par cholesyramine (●), aliminosillicate modifié(+), Toxisorb®  (□), 
Mycosorb® Extra (∆), et bentonite (○) par l'augmentation du ratio (adsorbant/ZEA)(d’après Döll et al., 2004) 
 
Les études in vivo réalisées par Döll et al . (2005), révèlent que les aluminosilliacates modifiés 
sont inefficaces contre la ZEA malgré l'efficacité d'adsorption in vitro, d’où la nécessité des études in 
vivo pour prouver l'efficacité de ces agents détoxifiants. 
L’efficacité in vivo des aluminosilicates (4 g/kg d’aliment) comme agent détoxifiant a été 
testée sur 128 porcelets femelles sevrés ayant reçu dans leur alimentation du maïs contaminé en ZEA 
(1,2 mg/kg d’aliment). L'ingestion volontaire et le gain de poids vif des animaux ont été 
considérablement réduits par l'inclusion du maïs contaminé en ZEA dans les régimes alimentaires. Par 
ailleurs, le poids relatif de l'utérus, de l'estomac et du cœur des animaux ont été sensiblement 
augmentées. Les concentrations sériques de l'albumine et l'activité de la Glutamate-déhydrogénase 
(GLDH) ont été considérablement réduits chez les animaux nourris avec le maïs contaminé en ZEA. 
L'ajout des aluminosilicates dans l'alimentation contaminée n'a pas atténué les effets de la ZEA, et a 
diminué d’avantage l'ingestion des animaux. La concentration sérique de l'albumine et les activités des 
ASAT et γGT ont augmenté de façon significative avec l’ajout des aluminosilicates tandis que la 
concentration sérique du cholestérol et α-tocophérol ont diminué de façon significative.   
Les concentrations de rétinol et esters de rétinol dans le foie et le sérum n'ont pas été modifiées par les 
traitements. Les concentrations analysées de la ZEA et de ses métabolites dans la bile a montré que 
aluminosilicates sont inefficaces dans la prévention de l'absorption de la toxine dans le tractus gastro-
intestinal (Döll et al., 2005). 
Fruhauf et al. (2011) ont comparé la capacité de liaison l’AFB1 ou la ZEA sur plusieurs 
produits levures commerciaux dans des solutions à pH3 et pH 6,5. Aucune corrélation entre 
l’adsorption et la composition des produits de levures testées en mannanooligosaccharides (MOS) et 
β-glucanes n'a été observée. Il a été observé des différences de la capacité d’adsorption d’AFB1 d'une 
même marque de produits vendus dans différents pays. Cela s'explique par  la différence dans la teneur 
en cendres et la composition minérale des produits. Dans le cas de ZEA, les différences d’adsorption 
de la même marque ont été moins prononcés (Fruhauf et al., 2011). 
Récemment,  Sprunsky et al. (2012) ont comparé l’efficacité d’adsorption de la ZEA sur deux 
adsorbants naturels (talc et diatomite). Il a été montré que la ZEA s’adsorbe plus efficacement sur le 
talc (54 à 73%) que la diatomite (42 à 53%). 
 
1.4.2  Désactivation des mycotoxines par le produit Biomin® MTV 
 
Un autre additif alimentaire a été mis au point et breveté par Biomin® MTV. Il s’agit de 
levures nommées Trichosporon mycotoxinivorans. Cette levure est capable de dégrader 1mg de ZEA 
et 5 mg d’OTA (Starkl, 2004b; Griessler, 2008 ; Schatzmayr et al., 2006).   
Des essais d’alimentation ont été réalisés en Hongrie (université de Gödöllö) sur des porcelets (39 
jours) et en Slovénie (université de Maribor) sur des poulets (42 jours) avec 0,5 ppm d’OTA et 1 ppm 
d’OTA respectivement en présence de Trichosporon mycotoxinivorans. Il a été montré que l’influence 
négative de l’OTA sur les performances zootechniques (poids et mortalité) pouvait être totalement 
neutralisée par l’addition de Trichosporon mycotoxinivorans (Starkl, 2004b). 
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L’OTA est détoxifiée par clivage en phénylalanine et OTα (partie isocoumarique de l’OTA). 
Ce métabolite est décrit comme étant 500 fois moins toxique que l’OTA. 
Le métabolite obtenu par biotransformation de la ZEA est la ZEA hydroxylée (ouverture de l'anneau 
macrocyclique de ZEA au groupe cétone en C6). Les tests de culture cellulaires ont confirmé la perte 
des effets œstrogéniques provoquées par la ZEA après l’ajout des levures Trichosporon 
mycotoxinivorans (Vikeru et al., 2010). Le métabolite n'a montré aucune activité oestrogénique, 
(Schatzmayr et al., 2004) même à une concentration 1000 fois supérieure à celle de la ZEA (Vikeru et 
al., 2010). 
 
1.4.3 Désactivation  des mycotoxines par les produits Myco-AD® et Myco AD- AZ® 
 
Plusieurs études ont été effectués pour tester l’efficacité des produits Myco-AD® et Myco-AD 
AZ® (de Special Nutrient Inc, USA) sur les organes cibles dans plusieurs universités et centres de 
recherche partout dans le monde (Tamames, 2009).  
Myco-AD® est un aluminosilicate (HSCAS), et Myco-AD AZ® est un mélange de 
physlosilicate purifié et d’aluminosilicate (HSCAS). C’est une argile dipolaire, qui a un mélange de 
charges négatives et positives. Cela rend plus efficace la liaison et ont un large spectre d'adsorption 
des mycotoxines, car de nombreuses toxines ont deux charges positives et négatives ou ont une seule 
charge.  
Dans une étude de 28 jours, l’OTA (2 ppm) a provoqué des lésions rénales et hépatiques chez les 
poulets (tableau 16). L’incorporation dans l’alimentation de l’adsorbant MYCO-AD®  a permis de 
réduire efficacement les lésions provoquées par l’ochratoxine A (Tamames, 2009). 
 
Tableau 16 : Effet sur la taille du foie et des reins, sur les lésions rénales et hépatiques chez les poulets âgé de 
28 jours, nourris avec 2 ppm d’OTA (adapté de Tamames, 2009). 
Traitement Poids du foie/100g de 
poids corporel 
Lésions sur le foie Poids du rein/100g 
de poids corporel 
Lésions sur le rein 
Témoin 4,9 négative 1,09a négatif 
2,5kg MYCO-AD® 4,96 négative 1,19a négatif 
Ochratoxine A (2ppm) 4,89 19% négative           




6% négative           
19% modérée            
88% sévère 
2,5kg MYCO-AD®+ 
ochratoxine A (2ppm) 
4,81 44% négative            
19% légère               




62% négative           
19% légère               
6% modéréé                 
13% sévère 
a , b, valeurs au sein d'une colonne avec différence 
Lettres sont significativement différent (P<0,005) 
 
 
Des truies ont ingéré 6ppm de DON et 1,2 ppm de ZEA pendant 21jours. L’effet des de ces 
toxines en présence et en absence de l’adsorbant MYCO-AD AZ est résumé dans la figure 39 et le 
tableau 17. Il a été noté en présence de ZEA et DON dans l’alimentation des truies, une augmentation 
de la taille de la vulve des truies (figure 39), un effet sur le poids du foie et le gain de poids corporel 
(tableau 17). L’ajout MYCO-AD AZ dans leur alimentation a protégé les truies de l’effet de ces deux 
toxines (ZEA plus DON). 
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Figure 39 : Effet sur la taille de la vulve et les organes de reproduction des truies nourris avec 6 ppm de DON et 
1,2 ppm de ZEA pendant 21 jours (d’après Tamames, 2009). 
 
 
Tableau 17 : Effet sur le poids du foie et le poids corporel des truies nourris avec 6 ppm de DON et 1,2 ppm de 
ZEA pendant 21 jours (d’après Tamames, 2009). 
Traitement Poids du foie/100g de 
poids corporel 
Annoréxie                                     
gain de poids corporel (kg) 
Témoin 3,76a 2,95a 
1,2ppm ZEA +6ppm DON 2,91b 1,46b 
1,2 ppm ZEA+6 ppm DON + 1kg MYCO-AD AZ 3,12c 2,23c 
a, b, c,  valeurs au sein d'une colonne avec différence 
Lettres sont significativement différent (P<0,005) 
 
Dans une étude réalisée in vitro, l’adsorbant MYCO-AD AZ (0,1% p/v) adsorbe après 1heure de 
contact, 90% d’OTA (2µg/ml) et plus de 99% d’aflatoxines (1 ou 10µl/ml) à pH7 (Avantaggiato et al., 
2007), mais l’effet n’a pas été testé in vivo. 
 
2. La désactivation par les antioxydants 
 
Le  stress oxydatif (OS) est le résultat de production d'espèces oxydantes réactives (ROS) qui 
est supérieure à la capacité des défenses cellulaires anti-oxydantes dont le rôle est de supprimer ces 
espèces toxiques. La première étape dans les mycotoxicoses est généralement due à un désequilibre du 
potentiel oxydoréducteur 
La peroxydation lipidique est la conséquence principale lors de contamination par les 
mycotoxines (AF, T2, FB, OTA, ZEA, DON) (Mezes et al., 1999 ; Galvano et al., 2001). Un équilibre 
subtil entre antioxydant et pro-oxydant dans l’organisme et plus spécifiquement dans les cellules, 
régule les voies métaboliques permettant le maintien de l’immunité, la croissance et le développement. 
Cet équilibre peut être régulé par des nutriments tels que la vitamine E ; les caroténoïdes (vit A) ;  et le 
sélénium (Surai et al., 1999 ; 2001 ; Surai, 2000 ; Rizzo et al., 1994, Galvano et al., 2001). Dans la 
plupart des cas la peroxydation lipidique provoquée par les mycotoxines est associée à une baisse du 
taux des défenses antioxydantes naturelles de l’organisme. 
 
2.1  Mycotoxines et stress oxydatif -Impact sur les défenses anti-oxydantes  
2.1.1   OTA 
L’OTA stimule la peroxydation des lipides. Cet effet est évalué par la mesure des TBARS 
(thiobarbituric acid reactive substance). L’exhalation d’éthane, la formation du  radical hydroxyle et 
les coupures simple brin dans l’ADN sont aussi indicateurs de l’effet pro-oxydant de l’OTA. Les 
différentes études sont répertoriées dans le tableau 18. 
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Tableau 18 : Impact de l’OTA sur la peroxydation lipidique 
 
 
tissu Mesure de la peroxydation 
lipidique 
Effet protecteur de 
l’antioxydant 
références 
OTA in vitro Microsomes de foie de rat TBARS↑  Rahimtula et al., 
1988 ; Gautier et al., 
2001 
OTA dans l’alimentation 
animale 
Rats  exhalation d’éthane↑,   Rahimtula et al., 
1988  
OTA in vitro  TBARS↑, absorption 
d’oxygène  ↑ 
 Omar et al., 1990 
OTA/analogues Bacillus brevis  Génération de radidaux 
libres (EPR) ↑ 
Vit E Hoehler et al., 1996 
OTA dans l’alimentation 
animale 
Foie de poulet TBARS ↑  Hoehler &  
Marquardt, 1996 ; 
Hoehl  et al., 1997 
OTA Cellules de véro TBARS↑ SOD, aspartame  
catalase 
Baudrimont et al., 
1997a ; 1997b 
OTA dans l’alimentation 
animale 
Foie de rat TBARS↑  Hoehler et al., 1997 
OTA  Système d’oxydation  Radical hydroxy ↑, coupure 
simple-brin ADN↑ 
 Gilman et al., 1999 
OTA Culture primaire 
d’astrocytes et neurones 
TBARS ↑, relargage LDH↑ Retinol, acide 
ascorbique 
Belmadani et al., 
1999 
OTA dans l’alimentation 
animale 
Rein de souris et de rat Formation d’adduit à 
l’ADN ↑ 
Vit E Gross et al., 1997 
OTA in vitro Microsomes de rein de rat TBARS↑  Gautier et al., 2001 
La présence d’OTA dans l’aliment diminue significativement le taux d’α tocophérol dans le 
foie de poulets (Hoehler & Marquardt, 1996) et l’assimilation des caroténoïdes chez le poulet 
(Schaeffer et al., 1987; Huff & Hamilton 1975). 
Les dommages oxydatifs sont des manifestations toxiques provoquées par l’OTA. Il a été observé que, 
dans des microsomes de foie de rat, la peroxydation lipidique est corrélée à la conversion de l’OTA en 
4(S)-OH-OTA (Omar & Rahimtula, 1993). 
Dans le but de voir si la voie oxydative de métabolisation de l'OTA était en relation avec sa 
génotoxicité, il a été testé la formation d'adduits à l'ADN dans les reins et les testicules de souris en 
faisant varier cette voie de métabolisation. L'administration simultanée de superoxyde dismutase et de 
catalase avant le gavage des souris par l'OTA a provoqué une diminution des adduits totaux dans 
l'ADN des reins et des testicules de 90 % et 30 % respectivement. Ces adduits sont donc probablement 
produits par voie oxydative (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993b ; 1994a). En utilisant des cellules de 
vésicules séminales de bélier particulièrement riche en prostaglandine synthétase (PGHS) (enzyme 
permettant la cooxydation de xénobiotiques (Marnett & Eling, 1983; Eling et al, 1990) lors de la 
synthèse de prostaglandines), il a été montré que l'OTA provoque la formation de micronoyaux 
(Degen et al, 1994).  
Des souris ont aussi été prétraitées avec de l'aspirine ou de l'indométhacine avant 
l'administration d'OTA. Ces deux substances inhibent partiellement la PGHS. Les résultats montraient 
une modification du profil des adduits avec disparition totale de certains adduits aussi bien dans le rein 
que dans le foie et atténuation des autres (Obrecht-Pflumio et al, 1996). En culture de cellules 
pulmonaires humaines, l’utilisation d’indométhacine ou de l’acide nordihydroguaretique (NDGA) a 
permis de montrer que l’OTA était métabolisée en métabolites génotoxiques par la lipoxygénase, alors 
que la PGHS a plutôt un effet protecteur (Pinelli et al., 1999a). Pour prouver que la métabolisation de 
l'OTA peut s'effectuer par un mécanisme oxydatif, les animaux ont été  prétraités par 3 vitamines 
connues pour avoir un pouvoir antioxydants : la vitamine A, la vitamine E et la vitamine C. Cette 
dernière est la plus efficace des trois pour diminuer la génotoxicité de l'OTA. Ce résultat confirme 
celui obtenu par Bose & Sinha (1994) montrant que la vitamine C est capable de diminuer les 
anormalités lors de la mitose et de la méiose induite par l’OTA.  Mais dans tous les cas, une grande 
partie des adduits disparaît (Pfohl-Leszkowicz et al., 1994b ; Grosse et al., 1997). Hoehler et al. 
(1996) ont aussi étudié l’effet des vitamines E et C sur la toxicité de l’OTA et T-2 toxine et ont obtenu 
des résultats similaires. 
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2.1.2   AFB1 
  La mutagénicité et la carcinogénicité de l’AFB1 est le résultat de l’époxydation en position 
8,9 (Essigman et al., 1982 ; Gurtoo & Dave, 1975 ; Campbell & Hayes, 1976).  
Des études mettent en évidence la formation de cet époxyde par un mécanisme dépendant de la 
cascade de l’acide arachidonique (AA). L’AFB1 est cooxydée par la PGHS, (Battista & Marnett, 
1985; Liu et al., 1990, 1993) et la lipoxygénase (Liu & Massey, 1992; Roy & Kulkarini, 1997). Le 
blocage du relargage de l’AA des membranes par la phopholipase A2 diminue la formation des 
adduits AFB1-DNA de 30 à 50 %. Une étude avec des microsomes de vésicule séminale de bélier, 
riche en PGHS, montre que l’adduit formé est le même que celui obtenu par métabolisation en 
présence de CYP (Battista & Marnett, 1985). L’équipe de Liu a montré, par utilisation de PGHS et de 
lipoxygénase provenant de tissus de cobaye, que les adduits formés par cooxydation l’étaient dans le 
foie, le poumon et le rein (Liu et al., 1990; Liu & Massey, 1992). Ainsi la formation d’adduits est 
inhibée par l’indométhacine, inhibiteur de la PGHS et par le NDGA, inhibiteur de la lipoxygénase. 
L’analyse des cinétiques de formation de cet adduit indique que l’époxydation par la lipoxygénase 
s’effectue à des doses plus basses qu’avec la PGHS (Liu & Massey, 1992). Ces voies de 
métabolisation sont particulièrement importantes dans les tissus extrahépatiques (rein, poumon, tissus 
embryonnaires) pour lesquels, le taux de CYP est bas, alors que les PGHS et autres peroxydases sont 
largement représentées (Christ & van Dorp, 1972 ; Yoshimoto et al., 1986 ; Mitchell et al., 1985). 
Cette cooxydation a été mise en évidence avec des cellules pulmonaires humaines (Hunter et al., 
1985; Donnelly et al., 1994), suggérant l’importance de ce mécanisme dans l’activation de l’AFB1 au 
niveau des poumons dans le contexte d’une contamination par voie pulmonaire (Sorenson et al., 
1981; Hayes et al., 1984). 
L’AFB1 interfère avec l’accumulation des caroténoïdes dans les tissus des poulets (Schaeffer 
et al., 1988). Ceci est du au fait d’une interférence avec l’absorption et le transport des caroténoïdes au 
niveau du jéjunum (Tyczkowski & Hamilton, 1987a, b). 
La peroxydation lipidique induite par l’AF a été étudiée au niveau du foie et du rein de rats ainsi que 
dans des systèmes cellulaires (tableau 19). 
 
Tableau 19 : Impact de l’AFB1 sur la peroxydation lipidique 
mycotoxines tissu Mesure de la peroxydation 
lipidique 





foie TBARS ↑, diènes conjugué ↑ SE, vit E Shen et al., 1994 
AFB1 Culture 
d’hépatocytes  
TBARS ↑, relargage LDH ↑ SOD, catalase Shen et al., 1995 
AFB1  foie TBARS ↑ Extrait de Semecarpus 
anacardum 
Premalatha et al., 
1997 
AFB1  Culture 
d’hépatocytes 
TBARS ↑, formation  ROS↑ Extrait de Silva miltorrhiza Liu et al., 1999 
AFB1 foie TBARS ↑ Vit E, tematin Souza et al., 1999 
AFB1 dans 
l’alimentation 
foie GSH-Px ↓ Se, vit E Choi et al., 1995 
AFB1 Foie et rein TBARS↑ picroliv Rastogi et al., 
2001a 




TBARS ↑, GSH ↓, génération 
ROS↑ 
 Yang et al., 2000 
AFB1 foie TBARS↑  Ha & Kim, 1998 
AFB1 foie TBARS ↑, GSH-Px ↓, GSH-R↓ Mélatonine Meki et al., 2001 
AFB1 in vitro  TBARS↑ Vit E Dvorska & Surai, 
2001 
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2.1.3   ZEA 
 Plusieurs adduits ont été détectés dans les organes de souris après un traitement avec la ZEA. 
Le prétraitement des souris femelles avec des α tocophérol (vit E), avant l'administration de la ZEA 
inhibe de manière significative la formation d'adduits de l'ADN dans le foie et le rein. Le nombre total 
d'adduits l'ADN après le traitement avec la vit E a été diminué de 45% et 58% dans le foie et le rein, 
respectivement (Grosse et al., 1997). 
La  ZEA (40 mg / kg pc) induit des altérations significatives dans tous les marqueurs de stress 
oxydatif testé dans les reins et les foies des souris Balb/c. Le traitement combiné de ZEA (40 mg /kg 
pc) avec la plus faible dose testée d'extraits de cactus (Opuntia ficus-indica)  (25 mg/kg pc) a montré 
une réduction totale des dommages oxydatifs induits par la ZEA pour tous les marqueurs testés. Il a 
été conclu que l'extrait de cactus a été efficace dans la protection contre la ZEA (Zourqui et al., 2008). 
La ZEA est métabolisé en α zéaralénol et β zéaralénol. Ces métabolites inhibent la viabilité cellulaire, 
la synthèse des protéines et de l’ADN et induisent des dommages et la sur-expression de protéines de 
stress (Ouanes-Ben Othmen et al., 2008). L'addition simultanée de vitamine E (6mM) avec la ZEA 
(1,5 mM), n'empêche pas la lyse bactérienne de E.coli induite par la ZEA. Par contre, lorsque la 
vitamine E (6-12 mM) est pré-incubée 1heure avant l'addition de ZEA dans le milieu, la croissance 
bactérienne de  E.coli est  restaurée et il n’y a pas de lyse bactérienne. La vitamine E  agit comme 
antioxydant vis-à-vis des espèces réactives de l'oxygène au niveau de la membrane ou à l'intérieur de 
la bactérie. Il pourrait ainsi prévenir la peroxydation des lipides et préserver l'intégrité des membranes 
et de l'ADN. La vitamine E agirait comme un capteur de radicaux dans la prévention de la formation 
de radicaux libres éventuellement produite par ZEA et/ou de ses métabolites (Ghédira-Chékir et al., 
1998). Ceci est en accord avec les précédentes données (Li et al., 1991) sur la prévention des effets 
génotoxiques de ZEA par la vitamine E (Grosse et al., 1997). 
 
L’équilibre entre les effets positifs et négatifs des espèces oxygénées activées (ROS) est donc 
particulièrement fragile (figure 40). La production des (ROS) est strictement régulée par notre 
organisme qui a développé des défenses antioxydantes pouvant nous protéger contre les effets 
potentiellement destructeurs des (ROS). 
Ces systèmes se composent - d’enzymes (superoxydes dismutases Cu-Zn et Mn, catalase, glutathion 
peroxydases, couple thiorédoxine - thiorédoxine réductase, hème oxygénase, heat shock protéines), 
- de protéines transporteuses du fer et du cuivre (transferrine, ferritine, céruléoplasmine),  
- de molécules antioxydantes de petite taille (glutathion, acide urique, bilirubine, glucose, vitamines A, 
C, E, ubiquinone, caroténoïdes, flavonoïdes),  
- d'oligo-éléments (cuivre, zinc, sélénium) indispensables pour l'activité des enzymes antioxydantes.  
Un système de défense secondaire composé d'enzymes dont le rôle consiste à empêcher l'accumulation 
dans la cellule de protéines ou d'ADN oxydés et à dégrader leurs fragments toxiques, complète la 
panoplie des moyens de protection contre les (ROS). 
 
Figure 40 : Balance entre antioxydants et pro-oxydants 
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2.2 Le glutathion  (GSH) 
Le glutathion (figure 41) est un tri peptide obtenu par condensation de l’acide glutamique, la 
cystéine et la glycine (L-Glutamyl-L cystéinyglycine). La fonction thiol (SH) lui confère ses 
principales propriétés  biochimiques. 
 
Figure 41 : Formule chimique du glutathion (à gauche), forme réduite et oxydée (à droite) (adapté de Chabaud, 
2007) 
 Le glutathion est considéré comme le plus puissant des antioxydants. Il protège l’intégrité 
cellulaire en neutralisant les radicaux libres et renforce le système immunitaire. Le glutathion est un 
puissant complexe antioxydant car il ne se limite pas à un simple apport exogène en glutathion mais 
fournit à l’organisme, sous leur forme naturelle, tous les éléments nécessaires à la production 
endogène et intracellulaire du glutathion. 
La L-cystéine occupe la place centrale dans la molécule tri-peptidique de glutathion dont elle est le 
précurseur le plus efficace et le plus immédiat.  La N-acétylcystéine est utilisé par le foie pour 
fabriquer le GSH-peroxydase. 
  
Le glutathion est synthétisé par l’enzyme glutathion synthétase et réduit par l’enzyme GSH-réductase. 
Il joue un rôle majeur dans la protection des lipides, des protéines et des acides nucléiques 
contre l’oxydation. Le glutathion participe à l’activité des glutathion peroxydases en couplant la 
réduction de l’hydroperoxyde avec l’oxydation d’un substrat réducteur : 
 
La régénération de la fonction thiol GSH à partir de la forme oxydée GSSG se fait grâce a la 
glutathion réductase qui nécessite un apport de NADPH, H+ par la voie des pentoses phosphates. 
 
Le glutathion est également impliqué dans le maintien de l’acide ascorbique et de l’α-tocophérol sous 
formes réduites. La diminution du glutathion hépatique peut indirectement entrainer des effets 
toxiques dans les hépatocytes en augmentant le stress oxydatif. Cette diminution est commune dans les 
affections hépatiques sévères, augmentant le risque de dommage oxydant (Watson, 2002). 
 
2.2.1 Les mycotoxines et le GSH 
 
En général, les mycotoxines entraînent une baisse du taux de glutathion réduit (GSH) dans les 
hépatocytes. Ceci a notamment été mis en évidence récemment avec la ZEA (Hassen et al., 2007). 
Comme le glutathion est le pivot du maintien  du statut oxydo-réducteur de la cellule, un changement 
dans le taux de GSH peut être dramatique 
La FB1 diminue le taux de GSH dans les reins de porcs, simultanément à une augmentation de 
l’activité de la glutathion réductase (Kand & Alexender, 1996). La toxine T2 diminue l’activité de la 
GST hépatique (Ahmed & Ram, 1986). 
Lors d’aflatoxicose,  il y a une déplétion du glutathion dans les hépatocytes (Liu et al., 1999). Une 
baisse de l’activité de la glutathion peroxydase est observée dans le sang lors d’ingestion d’AF (Choi 
et al., 1995). Si l’administration a lieu par voie ip, il y a diminution des activités SOD (superoxyde 
dismutase), catalase, glutathion peroxydase et glutathion réductase au niveau du foie (Rastogi et al., 
2001). Une baisse significative du taux de SOD est observée chez des canards contaminés en AF 
(Barraud et al., 2001). De même l’OTA diminue le taux de GSH dans le foie (Atroshi et al., 2000), 
ainsi que dans le rein et les testicules (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993). 
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2.2.1.1 OTA 
  Généralement, la voie de métabolisation par conjugaison au glutathion est considérée comme 
une voie de détoxication (Jakoby & Habig, 1980). Néanmoins, certains dérivés provenant de la 
conjugaison au glutathion génèrent des composés électrophiles pouvant être mutagènes et 
cancérogènes (Van Bladeren et al., 1980 ; Vadi et al., 1985 ; Dekant & Vamvakas, 1989; Lafleur & 
Retèl, 1993). De plus, il est évident que l'accumulation de conjugués du glutathion peut être 
néphrotoxique dans certains cas (Pour une revue, voir Monks & Lau, 1987). Deux classes de 
conjugués peuvent être distinguées : ceux agissant directement, sans activation métabolique (leur 
action est donc indépendante des microsomes) et ceux devenant toxiques ou génotoxiques après 
métabolisation. Au niveau du rein, les dérivés conjugués au glutathion vont être métabolisés par action 
de la γ-glutamyltransférase et la glycinase en dérivé cystéine correspondant. Ces dérivés S-cystéines 
sont transportés dans les cellules rénales où ils auront 3 possibilités :  
(i) ils sont excrétés sous forme inchangée dans le plasma. 
(ii) ils sont N-acétylés en dérivés mercapturiques correspondants (Jakoby & Habig, 1980). 
(iii) ils sont soumis à l'action de la β-lyase et forment des dérivés thiols très réactifs responsables 
notamment des effets néphrotoxiques (Dekant et al., 1988). 
 Le fait de diminuer le taux de glutathion au niveau rénal diminue donc la formation de 
conjugués toxiques. D'autre part, au niveau rénal, ces dérivés thiols bloquent l'action de la glutathion 
peroxydase. Si cet enzyme est bloqué, il y aura augmentation de H2O2 qui va générer des formes OH• à 
l'origine de la lipoperoxydation, pouvant conduire à la formation de produits radicalaires très réactifs. 
Cette voie de métabolisation a été testée (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993b, 1994) par l’administration de 
dépléteur de glutathion ou de substances pouvant augmenter le taux de glutathion. L'administration de 
phorone à des souris provoque la diminution du taux de glutathion de 66% et de 11% respectivement 
dans les reins et les testicules après 4 h. Cette substance administrée avant l'OTA fait baisser le taux 
d'adduits dans les reins et dans les testicules. La N-acétylcystéine (NAC) qui diminue également le 
taux de glutathion dans ces 2 organes induit aussi une diminution des adduits dans ces tissus. Par 
contre dans le foie où cette substance augmente le taux de glutathion, on observe une augmentation 
dramatique du taux d’adduits. Ces résultats indiquent que le glutathion joue un rôle primordial dans la 
génotoxicité de l'OTA, soit par la formation de dérivés conjugués génotoxiques, soit par ses propriétés 
oxydoréductrices. (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993b, 1994). Deux autres substances, qui diminuent la 
fixation de glutathion aux xénobiotiques, ont été testées ; notamment le diéthylmaléate (DEM) et la 
buthionine sulfoximine (BSO) qui agissent par deux mécanismes différents: le premier par compétition 
au niveau de la glutathion transférase, le deuxième par inhibition de la γ-glutamine synthétase. Les 
résultats obtenus permettent de conclure à l'implication de la conjugaison au glutathion dans la 
génotoxicité de l'OTA. L’effet bénéfique est observé essentiellement au niveau rénal. En effet dans le 
foie, le DEM augmente le nombre d’adduits (Pfohl-Leszkowicz et al., 1994 ; Grosse et al., 1994). 
L’implication plus particulière de la leucotriène C4 synthétase qui est une glutathion-S-transférase 
microsomique (Scoggan et al., 1997) a clairement été démontrée sur cultures cellulaires bronchiques 
humaines. L’adjonction d’acide éthacrynique après traitement des cellules par l’indométhacine, inhibe 
la formation d’adduits à l’ADN, par blocage de la leucotriène C4 synthétase. 
Le rôle spécifique de la glutathion conjugaison chez ces animaux a été testé dans l’expérience où les 
rats ont été traités par le 2-mercaptoéthane sulfonate sodique (MESNA). Cette expérience permet de 
montrer que le MESNA réduit considérablement le taux de caryomégalies et de conclure que l’OTA 
induit la formation de 2 types différents d’adduits : les uns étant la conséquence d’un stress oxydatif, 
les autres sont des adduits correspondant à la fixation d’un métabolite de l’OTA (Pfohl-Leszkowicz,  et 
al., 2002a). Plus récemment, en culture cellulaire il a été démontré que la génotoxicité de l’OTA était 
due à la métabolisation successive par le cytochrome 2C et la LOX, et plus spécifiquement la LTC4 
synthétase qui est une glutathion-S-transférase microsomiale (El Adlouni et al., 2000 ; Manderville & 
Pfohl-Leszkowicz, 2008). 
Le dérivé benzoquinone (OTQ), formé par déchloration oxydative de la partie parachlorophénol de 
l’OTA est corrélé à l’activité génotoxique de l’OTA. Par analogie à la métabolisation du 
pentachloraphénol, l’OTQ peut conduire à l’adduit à l’ADN, appelé  benzetheno dG-OTA (figure 4 
partie bibliographique 1) (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007 ; Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 
2012).  
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2.2.1.2 AFB1 
L’époxyde d’AFB1 peut être désactivé par conjugaison au glutathion. Ce mode de 
détoxification  est la voie majeure d’excrétion chez un grand nombre d’espèces animales (Lotlikar et 
al., 1984 ; Neal & Green, 1983 ; Monroe & Eaton, 1988). Cette réaction est catalysée par les 
glutathion-S-transférases (GST) dont il existe 5 classes différentes (alpha, mu, pi, theta et une 
microsomique) (Gopolan et al., 1992). Coles et al. (1985) ont montré que c’est la GST alpha qui est la 
forme la plus active pour conjuguer l’époxyde AFB1 dans le foie de rat. C’est la forme exo qui est 
conjuguée par la GST alpha, alors que la forme endo est conjuguée par la GST mu (Raney et al., 
1992b). Contrairement au rat, la souris est relativement résistante aux effets toxiques et cancérogènes 
de l’AFB1. Ceci est vraisemblablement du au fait que le cytosol de la souris possède une grande 
quantité de GST mu qui conjugue la forme exo (Degen & Neuman, 1981; Raney et al., 1992b). En 
effet, la capacité du cytosol de rat à conjuguer l’époxyde d’AFB1 est 50 fois moins importante que 
celle du cytosol de souris (Monroe & Eaton, 1987). 
 
2.2.1.3 ZEA  
 L’administration de ZEA seule chez les souris male Bablb/c ou à des rats Wistar a entraîné des 
baisses significatives dans les taux de la phosphatase alcaline, lactate déshydrogénase, alanine et 
aspartate aminotransférase dans le foie (Ben Salah-Abbès et al., 2009 ; Satadnik et al., 2010). Par 
ailleurs, une augmentation marquée de la peroxydation lipidique et une  diminution de la glutathion 
peroxydase, glutathion réductase, superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion-S-transférase, les 
concentrations d'ARN et d'ADN ont également été observées dans le tissu hépatique des souris ou des 
rats traitées avec la ZEA (Ben Salah-Abbès et al., 2009 ; Satadnik et al., 2010). Le co-traitement de la 
ZEA avec des extraits de radis  (Raphanus. Sativus) a permis de retrouver les taux normaux de tous les 
paramètres étudiés (Ben Salah-Abbès et al., 2009). 
  
2.3 Le sélénium (Se)  
Le sélénium (Se) a été découvert par les chimistes Jöns Jacob Berzélius (1779-1848) et Johan 
Gottlieb Gahn en 1817 dans la matière subsistant lors de la préparation d'acide sulfurique. Le sélénium 
peut réagir avec de nombreux éléments et donne des composés de propriétés voisines des composés 
correspondants du soufre. 
Il présente quatre états d’oxydation (Lebreton et al., 1998) : valence -2 : séléniure (Se2-), valence 0 : 
sélénium élémentaire (Se), valence  +4 : sélénite (SeO32),valence +6 : sélénate (SeO42). 
Dans l’organisme, le sélénium est présent sous forme de sélénol (R-Se-H) ou de sélénoéther (R-Se-R). 
Il peut également être substitué au soufre dans les acides amines soufrés, telles que la méthionine et la 
cystéine, pour former les composés analogues séléniés : séléniométhionine et sélénocystéine (figure 
42) (Delattre et al., 2005 ; Ducros et al.,2004). 
 
Figure 42 : Formation de composés séléniés dans l’organisme (Siliart,  2007) 
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Dans les années 1950, on a découvert que Se jouait un rôle physiologique et que les 
concentrations élevées entraînaient l'apparition de nécrose du foie chez les rats (Schwartz &  Foltz, 
1957), de la diathèse exsudative chez les poussins (Patterson et al., 1957), et la dégénérescence 
musculaire chez les veaux et les agneaux (Schubert et al., 1961). 
Au début des années 1970, le rôle biologique du Se est apparu avec la découverte des 
sélénoprotéines de la glutathion peroxydase (GSHPx;  Rotruck et al., 1973). Au cours des 30 dernières 
années, 24 nouvelles Se-protéines ont été identifiés, incluant les thioréductases, deiodinases et 
sélénoprotéines P et W (Underwood &  Suttle, 2001).  
Dans les aliments, le sélénium est généralement présent sous forme organique, principalement 
la séléniométhionine (SeMet). La forme diététique inorganique principale du sélénium est le sélénite 
de sodium (Na2SeO3). 
Les composés de sélénium sont absorbés dans l’intestin grêle. L’absorption est meilleure pour 
les formes organiques (sélénate, SeMet) et s’effectue par un mécanisme de transport  actif déstinés aux 
homologues soufrés. Le sélénite, quant à lui, est absorbé par simple diffusion passive mais son 
absorption est stimulée par la présence de nutriments à groupements thiols, comme la cystéine (thèse 
Chabaud, 2007). Le sélénium est rapidement capté par le foie. Le foie et les érythrocytes sont les 
principaux lieux de conversion des formes inorganiques du sélénium (sélénate, sélénite) en formes 
organiques (sélénide) ; ces deux formes (sélénate, sélénite) sont utilisées pour l’incorporation dans des 
sélénoprotéines. Dans le foie, la SeMet est métabolisée, par la voie de trans-sélénation (similaire à la 
trans-sulfuration qui transforme la méthionine en cystéine), en sélénocystéine qui est ensuite réduite en 
sélénide et incorporée dans les sélénoprotéines (Center, 2004 ; Suzuki 2005). 
Plus de 80% du sélénium présent dans le sang est incorporé ou lié à des protéines : la sélénoprotéine P, 
la glutathion peroxydase plasmatique, et à d’autres sélénoproteines non spécifiques. Le sélénium est 
majoritairement excrèté, sous forme de dérivés méthyles, dans l’urine. 
 
Sur la figure 43 est schématisée la voie de biosynthèse de la sélénométhionine et son métabolisme  
(revue de Schrauzer, 2000). 
 
 
Figure 43 : Biosynthèse du séléniométhionine dans les plantes, algues et les levures (à gauche) ; métabolisme du 
sélénométhione, sélénite et sélénate (à doitre) (d’après Schrauzer, 2000). 
2.3.1 Le sélénium et la production des espèces oxygénées activées (ROS) 
A chaque fois qu'une pathologie est susceptible d'entraîner une production accrue de radicaux 
libres provoquant des lésions cellulaires et une augmentation de médiateurs inflammatoires tels que les 
cytokines, le sélénium est susceptible de jouer un rôle protecteur (voir figure 44). Cet effet serait dû 
aux glutathion-peroxydases dont certains types sont dépendants du sélénium (Rotruck et al., 1973). 
Pour une revue générale, voir dans (Piva &  Galvano, 1999 ; Galvano et al., 2001). 
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Figure 44 : Effets bénéfiques du sélénium 
 
La glutathion peroxydase (GPx) a besoin du glutathion et du sélénium pour fonctionner 
correctement. Son rôle principal est d’éliminer les peroxydes lipidiques résultant de l’effet du stress 
oxydant sur les acides gras polyinsaturés.   
Tout comme la SOD (superoxyde dismutase), la glutahion peroxydase séléno-dépendante se 
comportera de deux façons différentes face au stress oxydant : surexpression de l’enzyme dans un 
premier temps, puis destruction si le stress oxydant perdure de manière permanente. Une diminution 
de l’activité de la GPx peut également provenir d’un apport alimentaire trop faible en sélénium. Le Se 
n’est pas en tant que tel un antioxydant mais il participe au processus de défense contre les ROS 
comme co-facteur de la glutathion peroxydase. 
Le Se est un oligoélément indispensable qui protège les membranes cellulaires du stress 
oxydatif, et donc peut intervenir dans la protection des mycotoxines agissant sur le stress oxydatif. 
L'effet du sélénium comme agent de la protection contre les effets toxiques de mycotoxines a été 
rapportée par plusieurs chercheurs 
Quelques études décrites ci-dessous décrivent l’intérêt du sélnium pour contrecarrer les effets 
toxiques principalement de deux mycotoxines (AFB1 et DON).  
 
2.3.2 Le sélénium et l’AFB1 
 
Il a été démontré que le sélénium inhibe la liaison de l’AFB1 avec l’ADN. Les mêmes auteurs 
(Shi et al., 1995) dans une étude in vitro sur des cellules ovariennes de hamster ont montré que le 
sélénite de sodium et l’extrait de levure enrichie en sélénium protègent les cellules de la cytotoxicité 
de l’aflatoxine B1 mais pas de la mutagénicité.  
En revanche, McLeod et al. (1997) ont rapporté que des rats ayant reçu une alimentation déficiente en 
sélénium sont plus résistants à l’AFB1 que ceux d'un régime alimentaire suffisant en sélénium. La 
protection contre l’AFB1 lorsque le taux de sélénium est faible, est corrélé à l’expression d’enzymes 
hépatiques : l’aldo-céto réductase et la glutathione S-transférase. Ces deux enzymes  sont responsables 
de la métabolisation cette mycotoxine. 
 
2.3.3 Le sélénium et le DON 
 
Faixova et al. ( 2007) ont évalué l'effet protecteur des produits enrichis en sélénium (0,4 mg de 
sélénium/kg d'aliment, levure enrichie en sélénium (1,4 mg de sélénium/kg d'aliment) pour contrer la 
toxicité du DON (0,2 et 3 mg/kg d’aliment) chez des poussins de poulets de chair pendant 6 semaines 
d'alimentation. Le  taux de calcium, de chlorure et l’activité de l'alanine aminotransférase ont été 
élevés de façon significative dans le plasma des animaux ayant reçu dans leur alimentation du DON. 
Par contre, le taux de magnésium, de protéines totales, des triglycérides et du glycérol libre ont 
diminué dans le plasma des poussins. L’ajout de levure enrichie en sélénium dans l’alimentation a 
inversée les taux de calcium, de magnésium et l’activité de l'alanine aminotransférase induite par le 
DON. Le taux de phosphore, d’albumine, de cholestérol et l’activité de la phosphatase alcaline, 
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d'aspartate aminotransférase et de lactate déshydrogénase n’ont pas été affectée par l'alimentation. 
L'inclusion de sélénium à l'alimentation contaminée en DON, n'a toutefois pas complètement atténué 
l'effet toxique sur  le métabolisme des protéines et des lipides dans le foie (Faixova et al., 2007). 
 
2.3.4 Le sélénium dans la prévention du cancer 
 
Des études récentes montrent une association entre le Se, la diminution de dommages de 
l’ADN et le stress oxydatif. Les effets inhibiteurs in vitro de la sélénométhionine sur la croissance de 
trois lignées cellulaires tumorales humaines (MCF-7 : cancer du sein, l'UA-145 : cellules cancéreuses 
de la prostate et UACC-375 : mélanome) et contre les fibroblastes diploïdes humains normaux a été 
évalué par l’équipe de Redman et al. (1998). La croissance cellulaire de toutes les lignées cellulaires 
tumorales est inhibée de manière dose-dépendante en présence de la sélénométhionine (45 à 130µM). 
Les fibroblastes diploïdes normaux sont moins sensibles que les lignées cancéreuses à l'effet inhibiteur 
de la sélénométhionine (1mM). La sélénométhionine entraînela mort cellulaire par apoptose, provoque 
des mitoses aberrantes, des changements dans le cycle cellulaire et perturbe le métabolisme des 
polyamines (médiateurs dans de nombreuses réponses cellulaires) (Redman et al., 1998). 
Le métabolisme de la sélénométhionine, contrairement à celle de sélénite, n'implique pas 
d'interaction avec le glutathion. La Sélénométhionine est convertie via la trans-sulfuration en 
sélénocystéine, qui est à son tour hydrolysée en sélénide d'hydrogène par la sélénocystéine-lyase 
(Ganther, 1986). La sélénocytine inhibe la croissance des lignées tumorales humaines (A375 : 
mélanome, SW620 et colo 201 : adénocarcinome coloréctal ; HepG2 : carcinome hépatocellulaire, 
MCF7 et MDA-MB231 : adénocarcinome mammaires, HL60 : leucémie, et CN2 : carcinome du 
nasopharynx), en favorisant l’apoptose. Ceci est du à l’induction d’espèces réactives de l’oxygène qui 
créent des coupures dans l’ADN (Chen et Wong, 2009).  Le glutathion (5 mM), et la N-acétylcystéine 
(5 mM), inhibe la génération intracellulaire de ROS, et les coupures d'ADN dans les cellules MCF7 
provoqués par le sélénocystine (Chen & Wong, 2009). 
 
2.3.5 Les produits commerciaux du sélénium et réglementation  
 
Le sélénium se présente sous différentes formes organiques et inorganiques. Les formes 
organiques (comme la levure séléniée) ont l’avantage d’une disponibilité biologique relativement 
élevée. Il existe sur le marché des compléments alimentaires à base en sélénium, tel que le  
SeleniMAX® qui est constitué de sélénium (levure de sélénium/sélénite de sodium) 100 µg, de 
vitamine C 120mg,  de vitamine E 30mg, de bêta-carotène 6mg,  de zinc 20mg. 
Les formes inorganiques et organiques de Se sont autorisées aux États-Unis. En Europe, deux 
sources inorganiques : Sélénate de sodium et Sélénite de sodium et, trois sources organiques  sont 
autorisées. Selsaf (n° CE 3b8.12), levure séléniée issue de Saccharomyces cerevisiae CNCM I-3399 
produite par Lesaffre (levure testée aucours de cette étude), Alkosel (n°3b8.11),  levure séléniée issue 
de Saccharomyces cerevisiae NCYC R 397 produite par Lallemand et Selplex (n° CE 3b8.10), levure 
séléniée issue de Saccharomyces cerevisiae CNCM I-3060 produite par Alltech. 
La levure est constituée de levure morte (Sacharomyces cerivisae) naturellement enrichie en sélénium 
organique au cours du processus de fermentation. 
La concentration en Se maximale autorisée dans les régimes alimentaires du porc dans l’Union 
Européenne est de 0,5 ppm ; des concentrations au-delà de 5 ppm peuvent réduire la consommation 
d’aliment et la croissance, surtout avec le Se inorganique (Mahan, 2000; Kim et Mahan, 2001). 
Le NRC (1980) a fixé la dose maximale tolérable de Se de toutes les espèces à 2 mg/kg de 
matière sèche (ms) car cette dose ne produit pas de signes de toxicose.  
 
2.3.6 Les levures enrichies en sélénium  
 
L’alimentation supplémentée en Sel-Plex permet de réduire les dommages oxydatifs à l'ADN 
et à l'ARN chez les souris (Lovell et al., 2009). Dvorska et al. (2007) ont évalué l'effet de la toxine T-2 
sur le statut antioxydant des poulets et ont étudié les effets protecteurs des glucomannanes modifiés 
(Mycosorb ™) et du sélénium organique (Sel-Plex ™). L'inclusion de la toxine T-2 dans 
l’alimentation des poulets (8,1 mg/kg pendant 21 jours) a été associée à des baisses significatives dans 
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les concentrations de sélénium (Se) (de 32,2%), d’α-tocophérol (de 41,4%), de caroténoïdes totaux (de 
56,5%), d’acide ascorbique (de 43,5%) et de glutathion réduit (de 56,3%) dans le foie, ainsi qu'une 
diminution de 36,8%  de l'activité hépatique de la glutathione peroxydase Se-dépendent (Se-GSH-Px). 
L'inclusion des glucomannanes modifiés dans l'alimentation contaminée par la toxine T-2 a permis une 
protection partielle contre les effets néfastes de la mycotoxine sur les défenses antioxydantes dans le 
foie de poulet. Ces effets protecteurs des glucomannanes modifiés ont été associés à une réduction de 
45% de la peroxydation lipidique dans le foie par rapport aux effets de la toxine T-2 seule. La 
combinaison des glucomannanes modifiés et le Se organique a montré une protection plus importante 
contre les effets de la toxine T-2 dans le foie de poulet (Dvorska et al., 2007). 
 
Juniper et al. (2008) a testé l’effet des levures Sel-Plex (Saccharomyces cerevisiae, CNCM I-
3060) enrichies en sélénium (de 0,15 à 6,25 ; de 0,20 à 6,74 ; de 0,15 à 5,86 ; et de 0,14 à 6,63 mg de 
sélénium/kg de ms) sur la santé animale et la performance des vaches laitières, bovins, veaux, et 
agneaux respectivement. L’incorporation des levures enrichies en Se n'entrainent pas d’effets néfastes 
sur la santé animale, les performances et l'apport alimentaire volontaire, même à des concentrations en 
Se 10 fois supérieures à celle autorisée (0,568 mg de sélénium /kg de ms) par l’Union européenne 
(UE) (Juniper, 2008). 
Une expérience sur une centaine de porcelets Landrace, a été menée pour évaluer l'efficacité 
de la levure enrichie en Se (Selsaf ®, LFA, France) pour les porcs en croissance. Les performances 
productives, les paramètres sanguins hématologiques, de biochimie et le contenu de Se dans les  tissus 
ont été utilisés comme critères de réponse. Les animaux ont reçu pendant 6 semaines des aliments de 
base supplémentés en sélénium (Se) : 0,650 ppm de sélénite de Na (0,3 ppm Se), 150 ppm (0,3 ppm 
Se) et 2500 ppm (5 ppm Se) de levures enrichies en Se (Selsaf®, LFA, France). Il a été observé que 
l’apport de Se alimentaire n’affecte pas les performances zootechniques ni les principaux paramètres 
sanguins. Au contraire, l’activité de la glutathion peroxydase (GSH-Px) et la concentration en Se du 
sang, des organes et des muscles sont fortement augmentées en fonction du taux de sélénium ingéré. 
La rétention dans le tissu musculaire est plus importante avec le Se organique qu’avec le Se 
inorganique. Ainsi, l’enrichissement de la viande de porc en Se est plus efficace avec les levures 
enrichies en Se. Il a été conclue que la levure séléniée est totalement sûre pour la croissance des porcs 
à la dose recommandée de 0,3 ppm et le Se a une efficacité similaire à celle de Na-sélénite. En outre, 
la levure séléniée est parfaitement adaptée pour augmenter le  taux en Se musculaire et donc des 
propriétés antioxydantes, dans la  viande de porc (Lizardo et al., 2009).  
 
3. Conclusion bibliographique 
 
Différentes stratégies ont été examinées pour limiter les effets toxiques des mycotoxines, en 
utilisant des méthodes physiques, chimiques et des composés antioxydants tel que le sélénium, le 
glutathion, et les vitamines. Les stratégies nutritionnelles pour réduire la toxicité des mycotoxines 
semblent être l'approche la plus prometteuse à ce problème. 
Dans le marché actuel, il y a un afflux de produits se revendiquant d'être efficace dans la lutte 
contre les effets néfastes causés par les mycotoxines. Dans certains cas, leur efficacité se base 
seulement sur des tests in vitro sans validation par une étude in vivo. En règle générale, les composés 
ayant des propriétés anti-oxydantes semblent être potentiellement très efficaces. 
À ce jour, peu de méthodes sont proposées pour la détoxification multiple par différentes 
mycotoxines. La combinaison de plusieurs stratégies : biotransformation, adsorption, antioxydants 
procure une meilleure maîtrise des mycotoxines. 
Dans cette thèse lors de notre étude expérimentale (voir chapitre III), nous avons combiné 
l’adsorption (levure) et l’utilisation des antioxydants. Nous avons testé l’effet des levures enrichies en 
glutathion ou en séléniométhionine comme agents protecteurs contre les mycotoxines (OTA et ZEA). 
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1. Extraction des mycotoxines et/ou leurs dérivés 
 
Les méthodes analytiques pour le dosage des mycotoxines sont fondées sur plusieurs facteurs. 
Aucune méthode n’est directement applicable à tous les types de mycotoxines. Les paramètres 
primordiaux dans un schéma analytique sont la nature chimique de la ou des mycotoxines d’intérêt, 
ses groupes fonctionnels mais aussi le type de matrice dans laquelle elles sont recherchées.  
Les aspects majeurs de l’analyse comprennent l’extraction à partir de la matrice, la 
purification et la concentration de l’extrait, la détection qualitative et quantitative des mycotoxines. De 
manière générale, la première étape d’extraction de la mycotoxine à partir de la matrice broyée, 
s’effectue dans un solvant organique aqueux (Scott, 1995). Les solvants utilisés dans l’extraction des 
mycotoxines peuvent être le méthanol, l’acétone, l’acétonitrile, l’acétate d’éthyl, et le chloroforme 
(Betina, 1993). L’utilisation d’un mélange d’eau et de solvant organique permet en humidifiant le 
substrat d’augmenter la pénétration du solvant. La phase aqueuse est généralement acidifiée afin de 
casser les interactions entre la ou les toxines et les constituants de l’échantillon tels que les protéines. 
L’utilisation de sels inorganiques permet de diminuer la formation d’émulsion durant l’extraction lors 
de cette première étape. D’autres composés peuvent être présents et interférer, par la suite, dans 
l’analyse chromatographique des mycotoxines. Une étape de purification à partir de l’extrait filtré est 
alors d’autant plus nécessaire que l’on cherche à atteindre des seuils de quantification le plus bas 
possible. Cette étape peut être réalisée soit par : 
- Partage liquide-liquide (LLP), 
- Extraction sur phase solide (SPE), 
- Extraction sur colonne d’immunoaffinité (IAC). 
 
La dernière étape est l’analyse par chromatographie des échantillons. Plusieurs techniques 
peuvent être utilisées : 
- Chromatographie en couche mince (CCM ou TLC), 
- Chromatographie liquide de haute performance (HPLC), 
- Chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS) ou HPLC couplée 
à l’ionisation par electrospray (ESI). 
La CCM présente l’intérêt de pouvoir détecter plusieurs toxines simultanément, mais les 
limites de détection sont trop élevées pour détecter des teneurs définies par les réglementations. Les 
techniques LC-MS ou ESI sont actuellement peu utilisées car ces technologies sont très coûteuses tant 
par l’acquisition de l’appareillage que par son entretien. La technique, la plus employée est l’HPLC 
(CAST, 2003),  couplée à un détecteur UV [détection de la patuline et de l’acide pénicillique] (Hurst 
et al., 1987) ou par fluorimétrie, notamment utilisée pour l’OTA et la CIT (Van Egmond, 1996 ; 
Franco et al.,1996 ; Vail & Homann, 1990 ; Reinhard & Zimmerli, 1999) 
 
1.1 Principe général des extractions des mycotoxines 
 
Quel que soit le matériel utilisé (organe, urine, sang, surnageant cellulaire), le principe de la 
technique est fondé sur une extraction chloroformique acidifiée en présence de chlorure de 
magnésium. Le schéma général de l’extraction est donné dans la figure 45. 
L’acidification et la force ionique de la solution d’extraction, permettent de rompre en partie les 
liaisons des toxines aux constituants de la matrice et favorisent ainsi leur extraction. L’extrait 
chloroformique obtenu est évaporé et filtré. Une méthode de purification est en place au laboratoire et 
consiste à réaliser une extraction de l'extrait chloroformique par du bicarbonate suivie d'une extraction 
au chloroforme supplémentaire.  
  L’étape d’extraction est un point primordiale car il peut  y avoir une perte lorsque les toxines 
(ex : OTA/AF) sont fixées sur les protéines et donc seule la partie libre est dosée (voir thèse Molinié, 
2004). Certaines mycotoxines peuvent se dégrader sous l’effet de la lumière/et ou la chaleur comme 
l’AFB1. 
En ce qui concerne l’AF et l’OTA un autre problème majeur est l’extraction en milieu alcalin 
induisant l’ouverture du cycle lactonique. Ces formes ne sont plus reconnues par les anticorps 
spécifiques sur les colonnes d’immunoaffinité. 
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Figure 45 : Schéma de l’extraction des mycotoxines à partir de matériel biologique 
 
 1.2 Extraction de l'OTA à partir de différentes matrices alimentaires  
 
Nous avons comparé deux méthodes d’extraction et d’analyse de l’ochratoxine A dans les 
céréales d’origine tchèques (orge et blé). La première est celle que nous utilisons en routine au sein de 
notre laboratoire. Celle ci a déjà fait objet d’étude précédemment (thèse Molinié, 2004). La deuxième 
est la méthode officielle utilisée dans le laboratoire de Kromeriz en République tchèque.  
Un certain nombre de pays ont établi des législations sur des mycotoxines. Afin de réduire le 
conflit entre les pays d'importation et d'exportation. La tendance actuelle dans l'analyse des 
mycotoxines est d'employer la colonne d'immunoaffinité (IAC) comme technique de purification et 
d'enrichissement, et l'association des chimistes analytiques officiels et de l'union européenne ont validé 
les méthodes utilisant des IAC pour quelques aliments.  
 Il a été constaté lors qu’autres études réalisées précédemment au sein de notre laboratoire  que 
les sous-estimations peuvent être dues : (i) à l’interaction entre la mycotoxine et la matrice d’aliment 
(ii) l’instabilité des mycotoxines à la chaleur et/ou à la lumière (pour les aflatoxines) (iii) aux colonnes 
d’immunoaffinité (saturation, reconnaissance croisée de certaines formes des mycotoxines, etc).  
Lors de l’analyse de céréales brutes (comme le maïs) et sur les céréales du petit déjeuner, il a 
été constaté que suivant les conditions d’extraction, une sous-estimation en AF, FB et OTA a été 
observée par non reconnaissance ou interférence avec les anticorps (voir Castegnaro et al., 2006a).  
  
1.2.1 Extraction de l’ochratoxine A par la méthode utilisée au sein de notre laboratoire (en 
milieu acide) 
La première méthode d’extraction est réalisée en milieu acide et une purification par partition 
liquide-liquide, afin de permettre l’extraction simultanée de l’OTA, CIT et AF, et permet également de 
défixer les mycotoxines de leur liaison avec les protéines. Il s’agit d’une extraction par partition de 
phases (voir dans l’article El Adlouni et al., 2000 ; Nguyen et al., 2007). 
 
Les étapes d’extraction et de purification de l’OTA  et ses métabolites, CIT et AF par la 
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Cinquante grammes de l’échantillon finement broyés sont mixées avec 400 ml de solvant 
d’extraction composé d’acétonitrile/eau (9 :1) (l’eau contient 4% de chlorure de potassium et 0,8 ml 
d’acide sulfurique concentré). Le mélange disposé dans un erlenmeyer de 500 ml, est placé sur un 
agitateur rotatif pendant 20 minutes.  
L’extrait est filtré sous vide sur papier filtre Whatman n°4. Après filtration, une aliquot de 
200ml de ce filtrat est dégraissé à deux reprises, par addition de 100 ml de n-hexane. Après agitation 
une minute, le filtrat dégraissé est placé dans une ampoule à décanter. Après une minute de 
décantation, la phase inférieure est récupérée dans un erlenmeyer de 250 ml.  
Les mycotoxines sont extraites par 100 ml de chloroforme à partir de la phase inférieure 
acétonitrile/eau à laquelle 50 ml d’eau ultra pure ont été ajoutés. Le mélange acétonitrile/eau et 
chloroforme est agité mécaniquement pendant 10 minutes. Après une décantation de 10 minutes, la 
phase chloroformique (inférieure) est récupérée dans un erlenmeyer. La phase acétonitrile/eau (phase 
supérieure) est additionnée à deux reprises par 20 ml de chloroforme. Après agitation 10 minutes et 
décantation 10 minutes, la phase chloroformique contenant les mycotoxines est récupérée. 
Au terme de ces trois extractions, les mycotoxines dissoutes dans les fractions 
chloroformiques sont extraits à trois reprises par adjonction de 50 ml d’une solution de bicarbonate de 
sodium à 5%. Après agitation (10 minutes) et décantation (10 minutes), la phase supérieure 
‘bicarbonate’ contenant les mycotoxines est récupérée. Au terme des trois extractions par du 
bicarbonate, l’ensemble des fractions ‘bicarbonates’, réunis dans un même erlenmeyer. L’extrait est 
acidifié jusqu’à pH 1,5 par ajout d’acide chlorhydrique concentré. Finalement les mycotoxines sont 
extraites de ce mélange trois fois par du chloroforme (volumes de 100, 50 et 50 ml) ; après agitation 
(10, 5 et 5 minutes) et décantation (10 minutes à chaque étape d’extraction). L’extrait chloroformique 
(phase inférieure), contenant les mycotoxines, est récupéré dans un erlenmeyer. L’ensemble des 
extraits chloroformiques réunis sont évaporés (sous vide d’air) dans des ballons à fond conique de 
50ml baignant dans un bain marie à 45°C. Quand le volume de chloroforme est réduit à environ 5 ml, 
le chloroforme est transféré dans un tube à hémolyse pour être évaporé sous flux d’azote millilitre par 
millilitre. Le ballon est rincé au chloroforme; le chloroforme de rinçage est également séché sous azote 
avec le reste du chloroforme. 
L’extrait sec est remis en suspension dans 1 ml de méthanol et placé dans un bain à ultrasons 
pendant une minute. Quand la remise en suspension est totale, ce ml de méthanol est filtré sur un filtre 
de 0,2µm préalablement conditionné avec du méthanol. Le filtre est rincé avec 500µl de méthanol.  Le 
méthanol filtré est placé dans un tube à hémolyse et le filtrat est séché au bain marie, sous flux 
d’azote. Une fois sec, l’extrait remis en suspension dans 500µl de méthanol est placé dans un flacon en 
verre parafilmé, conservé à -20°C en attendant d’être analysé par HPLC. 
 
Figure 46 : Les étapes d’extraction et de purification de l’OTA  et ses métabolites, CIT et AF par la méthode 
utilisée au sein  de notre laboratoire  (en milieu acide) 
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1.2.2 Extraction de l’OTA par la méthode officielle 
La deuxième méthode est fondée sur l’utilisation des colonnes d’immuno-affinité (IAC) 
(OchraTest TM). 
Cinquante grammes de l’échantillon sont extraits avec 100ml Acétonitrile-eau (60-40) par 
agitation d’une minute à grande vitesse. L’échantillon est filtré. 10ml du filtrat sont dilués avec 40 ml 
de PBS, et refiltrés par un filtre de microfibres. 10ml du second filtrat (équivalent à 1g) sont passés sur 
la colonne d’immunoaffinité (IAC) à 1 goutte par seconde. L’IAC est lavée avec 10ml de PBS, et 
10ml d’eau distillée, ensuite séchée. L’élution de l’OTA se fait par rajout de méthanol (1,5ml). Un 
millilitre et demi d’eau distillée sont ajoutés à l’éluât, agités et injectés 30-200µl à l’HPLC (figure 47). 
 
Figure 47 : Exraction de l’OTA par la méthode des colonnes d’immuno-affinité (IAC) 
 
1.3 Méthode d’extraction de l’OTA et dérivés, CIT et AF à partir d'organes. 
 
L’extraction est réalisée par broyage de 0,5g d’organe additionné de 10 ml d’un mélange de 
MgCl2 0,2M / HCl 0,1M initial volume à volume à pH 1,5. Le pH de la solution doit être égal à 1,5, 
dans le cas contraire, il est ajusté à l’aide de quelques gouttes d’HCL concentré. 10ml de chloroforme 
sont alors ajoutés au mélange et le tout est mis à agiter pendant 10 min. Une centrifugation de 10 min, 
à 4 °C, et à 5100g (Sigma 4K15),  permet de séparer les phases aqueuse et chloroformique. A l’aide 
d’une pipette pasteur, la phase chloroformique inférieure contenant l'OTA et ses dérivés est récupérée 
et conservée. La phase aqueuse supérieure est à nouveau extraite avec 10ml de chloroforme selon les 
mêmes conditions que précédemment. Après centrifugation, les phases chloroformiques sont réunies 
et évaporées sous vide dans des ballons à fond conique baignant dans un bain marie à 45°C. L’extrait 
sec est remis en suspension dans 1 ml de méthanol et placé dans un bain à ultrasons pendant une 
1minute. Quand la remise en suspension est totale, ce 1 ml de méthanol est filtré sur un filtre 
SPARTAN de 0,2µm préalablement conditionné avec du méthanol. Le filtre est rincé avec 500 µL de 
méthanol. Le méthanol filtré est placé dans un tube à hémolyse et le filtrat est séché au bain marie, 
sous flux d’azote. Une fois sec, l’extrait repris dans 300µL de méthanol, est placé dans un flacon en 
verre puis conservé à –20° C jusqu’à son analyse par HPLC. 
 
1.4 Méthode d’extraction de l’OTA, et ses dérivés, CIT et AF à partir du sang 
 
Un volume de 500 µl de sang total est prélevé et additionné de 2ml d’un mélange MgCl2 
(0,2M) / HCl (0,1M) volume à volume dans un tube de 15 ml. Le pH de la solution doit être égal à 1,5, 
dans le cas contraire, il est ajusté à l’aide de quelques gouttes d’HCl concentré. Deux ml de 
chloroforme sont alors ajoutés au mélange et le tout est mis à agiter pendant 10 min. Une 
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centrifugation de 10 min, à 4 °C, et à 5100 g (Sigma 4K15), permet de séparer les phases aqueuse et 
chloroformique. A l’aide d’une pipette pasteur, la phase chloroformique inférieure contenant les 
toxines est récupérée et conservée. La phase aqueuse supérieure est à nouveau extraite avec 2 ml de 
chloroforme selon les mêmes conditions que précédemment. Après centrifugation, les phases 
chloroformiques sont réunies et évaporées sous vide dans des ballons à fond conique baignant dans un 
bain marie à 45 °C. L’extrait sec est remis en suspension dans 1 ml de méthanol et placé dans un bain 
à ultrasons pendant une minute. Quand la remise en suspension est totale, ce 1 ml de méthanol est 
filtré sur un filtre SPARTAN de 0,2 µm préalablement conditionné avec du méthanol. Le filtre est 
rincé avec 500 µL de méthanol. Le méthanol filtré est placé dans un tube à hémolyse et le filtrat est 
séché au bain marie, sous flux d’azote. Une fois sec, l’extrait repris dans 300µL de méthanol, est placé 
dans un flacon en verre puis conservé à –20° C avant son analyse par HPLC. 
 
1.5 Méthode d’extraction de l’OTA et ses dérivés, CIT et AF  à partir des surnageants 
cellulaires 
 
Trente ml de surnageant cellulaire additionné de 30 ml de MgCl2 (0,2M) / HCl (0,1M) à pH 1,5, 
sont extraits deux fois avec 30ml de chloroforme en suivant les même étapes que celles décrites 
précédemment. L’extrait final est repris dans 500µl de méthanol et conservé à -20°C. 
 
 1.6 Confirmation de la présence d’OTA par hydrolyse par la carboxypeptidase  
 
En cas de doute sur la présence d’OTA, nous réalisons le test à la carboxypeptidase qui va 
permettre l’hydrolyse de l’OTA en ochratoxine alpha (OTα) ayant des propriétés chromatographiques 
différentes. Une aliquote de l’échantillon est séchée dans un tube eppendorf de 2 ml sous vide.Vingt-
cinq microlitres de carboxypeptidase A et 975 µL de solution de tris HCl (0,04 M, pH 2,5)/ NaCl (1M) 
sont ajoutés. Après une incubation de 2 heures à 37 °C, le milieu réactionnel est acidifié jusqu’à pH 
2,5 par ajout d’acide chlorhydrique 1 M. Un ml de chloroforme est alors ajouté et l’ensemble est placé 
à agiter pendant dix minutes. Une centrifugation pendant 20 minutes, à 15°C, à 9000g (Sigma 1K15),  
permet de récupérer la phase chloroformique inférieure. Celle-ci est séchée et le culot est repris dans 
500µL de méthanol. 
 
1.7 Méthode d’extraction des fumonisines à partir de différentes matrices alimentaires 
(croquettes de chats et de chiens, riz, blé, orge,…)  
 
Vingt grammes d’aliments finement broyées sont mixées avec 50 ml de solvant d’extraction 
composé d’acétonitrile/méthanol/eau (25/25/50).Le mélange disposé dans un erlenmeyer de 500 ml, 
est placé sur un agitateur rotatif pendant 20 minutes. Le mélange est centrifugé à 5100 g (Sigma 4K15) 
pendant 10 minutes à une température de 4°C. L’extrait est filtré sous vide sur papier filtre Whatman 
n°4 (F1). Le culot est à nouveau extrait avec 50 ml de solvant d’extraction selon  les mêmes conditions 
que précédemment. Après centrifugation, les filtrats sont réunis et homogénéisés. Dix ml du filtrat 
sont dilués avec 40 ml de tampon phosphate1 (PBS 1) puis filtrés sur 3 papiers filtre Whatman n°4.  
Dix ml du mélange sont purifiés sur des colonnes d’immuno-affinité de fumonisine B1 (figure 48). 
Les colonnes sont placées à température ambiante au moins 30 minutes avant le début de la 
purification (I). Les 10mL d’extrait dilué sont chargés sur la colonne d’immunoaffinité à une vitesse 
maximale de 1-2 goutte par seconde (II). La colonne est rincée avec 10 ml de PBS. Les dernières 
gouttes de PBS1 sont récupérées en mettant sous vide pendant 30 secondes (III). La fumonisine B1 est 
éluée dans un tube à hémolyse en appliquant un volume total de 1,5 ml de méthanol sur la 
colonne (IV).La colonne est séchée totalement en appliquant le vide. L’élution est évaporée sous un 
faible débit d’azote au un bain marie à 45°C  jusqu’au séchage total du tube à hémolyse. Le résidu  
repris avec 200 µl d’acétonitrile/eau (50/50), est placé dans un flacon en verre puis conservé à –20°C 
avant son analyse par HPLC. 
                                                 
1
  : PBS1: [NaCl (8g) ; Na2HPO4 (1,2g)ou (1.6g)si le produit est dihydraté ; KH2PO4(0.2g) ;KCl(0.2g) ; 990 ml d’eau, PH7 avec 
HCL concentré] 
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Figure 48 : Etapes d’extraction des fumonisines 
 
Principe des techniques immuno-chimiques et description des méthodes utilisées 
La technique repose sur l’utilisation d’un anticorps spécifique dirigé vers la mycotoxine 
recherchée. Les anticorps sont fixés sur un support inerte et ont pour fonction de « capturer » les 
molécules de toxines présentes dans l’extrait. Les ligands choisis (anticorps) doivent présenter 
différentes caractéristiques :  
- Ils doivent être spécifiques, 
- Le complexe anticorps-toxine formé doit être réversible pour permettre l’élution 
de la toxine avec un solvant adapté, 
- Les ligands doivent être stables dans les conditions d’utilisation du test, 
- L’anticorps doit présenter une affinité suffisante pour le substrat. 
Le matériel utilisé pour la détection des fumonisines et de la zéaralénone est constitué de colonnes 
d’immuno-affinité (Biomin ou LIBIOS) sur lesquelles sont fixés les anticorps. Les étapes de l’analyse 
(schématisées dans la figure 49) sont les suivantes :  
- extraction de la toxine, 
- charge de l’échantillon sur la colonne, 
- lavage de la colonne, 
- élution de la toxine, 
- quantification par HPLC. 
 
 
Figure 49 : Schéma des différentes étapes de la technique d’immuno-affinité. (particules jaunes : les anticorps 
greffés ; particules rouges : molécule de ZEA provenant de l’échantillon ; particules bleus : tampon (eau)) 
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1.8 Méthode d’extraction des fumonisines à partir d’organes  
 
L’extraction est réalisée par broyage d’environ 0,5g d’organe additionné de 10 ml de solvant 
d’extraction composé d’acétonitrile/méthanol/eau (25/25/50).Le mélange disposé dans un erlenmeyer 
de 250 ml, est placé sur un agitateur rotatif pendant 20 minutes. Le mélange est centrifugé à 5100 g 
(Sigma 4K15) pendant 10 minutes à une température de 4°C. L’extrait est filtré sous vide sur papier 
filtre Wattman n°4 (Filtrat 1). Le culot est à nouveau extrait avec 10 ml de solvant d’extraction selon  
les mêmes conditions que précédemment (Filtrat 2). Après centrifugation, les deux filtrats sont réunis 
et homogénéisés. La totalité  du filtrat (20 ml) est dilué avec 30 ml de PBS, puis filtré sur 3 papiers   
filtre Whatman 4. Cinquante ml du mélange est purifié sur des colonnes d’immuno-affinité de 
fumonisine B1. 
L’extraction des Fumonisines à partir du sang a été effectuée à partir de 500 µl, en suivant les mêmes 
étapes que celles décrites pour les aliments. 
 
1.9 Méthode d’extraction de la zéaralénone à partir de différentes matrices alimentaires 
(croquettes de chats et de chiens, riz, blé, orge,…) 
 
Vingt cinq grammes d’aliments finement broyées sont mixées avec 100 ml de solvant 
d’extraction composé d’eau /acétonitrile (1/3). Le mélange disposé dans un erlenmeyer de 500 ml, est 
placé sur un agitateur rotatif pendant 3 minutes. L’extrait est filtré sous vide sur papier filtre Whatman 
n°4. Douze ml du filtrat est dilué avec 88 ml de tampon phosphate2 (PBS 2), puis filtré sur  papier   
filtre Whatman n°4 (figure 50). Cinquante  ml du mélange est purifié sur des colonnes d’immuno-
affinité de zéaralénone. 
Les colonnes sont placées à température ambiante au moins 30 minutes avant le début de la 
purification, puis conditionnées avec 20 ml du tampon phosphate. Cinquante ml d’extrait dilués sont 
chargés sur la colonne d’immuno-affinité à une vitesse maximale de 1-2 goutte par seconde (II). La 
colonne est rincée avec 20ml d’eau, puis séchée sous vide pendant 30 secondes (III). La zéaralénone 
est éluée dans un tube à hémolyse en appliquant un volume total de 1,5 ml  d’acétonitrile sur la 
colonne (IV).  La colonne est séchée totalement en appliquant le vide. L’élution est évaporée sous un 
faible débit d’azote au  bain marie à 45°C  jusqu’au séchage total du tube à hémolyse. Le résidu repris 
avec 500 µl de méthanol, est placé dans un flacon en verre puis conservé à –20° C avant son analyse 
par HPLC. 
 
Figure 50 : Etapes d’extraction de la zéaralénone 
                                                 
2
  PBS  2: [NaCl (8g) ; Na2HPO4(1,2g) ou 1,6g)si le produit est dihydraté ; KH2PO4(0.2g) ;KCl (0.2g) ; 990 ml d’eau, PH7,4  avec 
HCl ] 
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1.10 Méthode d’extraction de la zéaralénone à partir d’organes 
 
L’extraction est réalisée par broyage d’environ 0,5g d’organe additionné de 10 ml de solvant 
d’extraction composé d’eau /acétonitrile (1/3).Le mélange disposé dans un erlenmeyer de 250 ml, est 
placé sur un agitateur rotatif pendant  3 minutes. L’extrait est filtré sous vide sur papier filtre Whatman 
n°4. La totalité (10ml) du filtrat est dilué avec 40 ml de Tampon phosphate (PBS2), puis filtré sur  
papier   filtre Whatman 4. Cinquante  ml du mélange est purifié sur des colonnes d’immuno-affinité de 
zéaralénone. 
L’extraction de la zéaralénone à partir du sang a été effectuée à partir de 500 µl, en suivant les mêmes 
étapes que celles décrites pour les aliments. 
 
 1.11 Méthode d’extraction du DON à partir des céréales 
12,5 g de l’échantillon broyé sont pesés. L’extraction s’effectue par l’addition de 50ml 
Acétonitrile /Eau (42/8). Le mélange est agité pendant 3min. Aprés filtration, on complète 
l’échantillon à 50ml. Cinq ml d’extrait sont prélevés dans un tube à analyse. L’extrait est ensuite passé 
sur les colonnes MycoSep® 225 Trich. Ces colonnes contiennent un mélange de différents adsorbants 
et s'appliquent spécifiquement aux trichothécènes. 2ml d’extrait final sont évaporés et redissouts  dans 
400µl de phase mobile. L’échantillon est ensuite analysé par HPLC-MS. 
1.12 Préparation des solutions standards de toxines 
 
Les mycotoxines en poudre (OTA, OTB, OTHQ, AF, CIT, ZEA) sont solubilisées dans du 
méthanol ultra pur. Un milligramme de toxine est pesé sur la balance de précision et dissous dans un 
millilitre de solvant. Il est indispensable, dans le cas où les mycotoxines absorbent dans l'ultraviolet, 
de déterminer la concentration massique de la solution préparée en traçant le spectre UV selon le 
protocole décrit dans les méthodes de référence en tenant compte du coefficient d'absorption molaire 
associé au solvant de dilution.  
Les solutions mères de mycotoxines (1mg/ml) sont diluées cent fois (10µg/ml) et la concentration de 
la solution diluée est déterminée avec précision par dosage de l’absorbance au spectrophotomètre 
selon les paramètres décrits dans le tableau 20. 
Les mycotoxines (OTB, AF, CIT, ZEA) sont fournies par Sigma-Aldrich, France. L'OTHQ et 
l'OTQ-GSH sont fournies par le Pr. Manderville (Canada). L’ensemble du matériel de laboratoire en 
contact avec les mycotoxines est décontaminé par une solution d’hypochlorite de sodium (NaOCl) à 
4%. 
Tableau 20 : Paramètres d’absorbance des mycotoxines 





dans le méthanol 
(mol-1 cm-1.) 
Ochratoxine A OTA 403,8 330 5500 
Ochratoxine B OTB 369,3 321 5490 
Ochratoxine A 
hydroquinone 1 
OTHQ1 385 350 5952 
Ochratoxine A dianionique OTHQ2 385 396 11808 
Aflatoxine B1 AFB1 312,27 362 21800 
citrinine CIT 250,3 321 5490 
zéaralénone ZEA 318,1 236 29700 
Fumonisine B1 FB1  N’absorbe pas sous UV  
La loi de Beer-Lambert permet de déterminer la concentration en toxine de la solution après lecture de 
l’absorbance selon la formule :  
DO= ε l C  
Où   l : est la largeur de la cuve en cm  
        C : la concentration en toxine en mole/L 
       ε : le coefficient d’absorption molaire de la toxine en mol-1 cm-1 
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1.13 Préparation de dérivés standard de l'OTA  
1.13.1 Préparation des formes OTα, OTβ et OTQα 
  
L'OTA, l'OTB et l’OTHQ sont hydrolysées respectivement en OTα, OTβ et OTQα sous l'action 
de la carboxypeptidase A. Un milligramme de chaque ochratoxine est pesé sur la balance de précision 
et remis en suspension dans 975µl de tampon (TrisHCl 0,04 M - NaCl 1 M, pH 6,4). 25µl de 
carboxypeptidase A sont ajoutés aux solutions de toxine et incubés 24 heures à température ambiante.  
Afin d'extraire les formes OTα et OTβ, le mélange réactionnel est acidifié à pH 2,5 par addition 
d'environ 20µl d'HCl à 1M; 1ml de chloroforme est ajouté. Le mélange est agité pendant trois minutes 
puis centrifugé 20 min à 1500g (Sigma 1K15) à 15°C. La phase chloroformique inférieure est prélevée 
puis séchée par évaporation sous vide. L'extrait sec est dissout dans 500µl de méthanol et les solutions 
d'OTα et d'OTβ sont conservées à -20°C.  
 
1.13.2 Préparation des formes ouvertes des ochratoxines  
Les formes ouvertes des ochratoxines A et B ainsi que de leurs dérivés OTα et OTβ, nommées 
respectivement OP-OA, OP-OB, OP-OTα et OP-OTβ, ont été préparées in vitro au laboratoire d'après 
le protocole de Xiao et al. (1996). La procédure est fondée sur le fait que le cycle lactone est hydrolysé 
en présence d'une base forte.  
Un milligramme d'OTA ou d'OTB est pesé sur la balance de précision et remis en suspension 
dans 300µl de DMSO auxquels sont ajoutés 300µl de NaOH (1N). Les standards OTα et OTβ, qui sont 
déjà en solution dans du méthanol, sont séchés par évaporation sous vide puis le culot est repris par un 
volume de DMSO (diméthyle sulfo-oxyde) pour un volume de NaOH (1N). Le mélange réactionnel 
est incubé à température ambiante durant 24h, puis il est conservé à 4°C. Les solutions de standard 
seront diluées au moment de leur analyse en HPLC 
 
1.13.3 Préparation de l'OTC et des formes méthylées et éthylées.  
Les formes méthylées et éthylées de l'OTA, l'OTB, l'OTα, l'OTβ ont été préparées en présence 
respectivement de méthanol ou d'éthanol et d'un  acide fort (HCl) d'après le protocole de Li et al. 
(1998). L'OTC a été préparée par estérification de l'OTA dans de l'éthanol en présence d'HCl 6N.  
Un milligramme d'OTA ou d'OTB est pesé sur la balance de précision et remis en suspension dans 
900µl de méthanol ou d'éthanol auxquels sont ajoutés 100µl d'HCl (6N).  
Pour les standards déjà en solution dans du méthanol, il suffit d'ajouter un volume de (HCl (6N)  pour 
9 volumes de méthanol. Par contre pour obtenir les formes éthyl esters de ces standards, il est 
nécessaire de soigneusement les sécher par évaporation sous vide pour éliminer toute  trace de 
méthanol puis de les redissoudre dans neuf volumes d'éthanol absolu (VWR) et un  volume d'HCl. Le 
mélange réactionnel est incubé à température ambiante durant 24h, puis il  est conservé à 4°C. Les 
solutions de standard  seront diluées au moment de leur analyse en  HPLC.    
 
1.13.4 Préparation des dérivés conjugués au glutathion ou à la N-acétyl cystéine (NAC) 
La formation de dérivés conjugués au glutathion (GSH), ou à la N-acétyl cystéine (NAC) avec 
l’OTA et des dérivés d'OTA a été effectuée afin de produire des standards analytiques de ces 
métabolites. Ces standards pourront être utilisés pour détecter ces métabolites dans les échantillons 
biologiques, tels que les organes. 
La formation des conjugués au GSH avec OTA et ses dérivés est produite suite à la réaction  
d’autooxydation de l’OTA, OTHQ et OTB. 
Nous avons fait réagir  l’OTA, OTB, l’OTHQ à des concentrations de 5, 10, 100, ou 200 µM 
dans un tampon phosphate de 100mM (pH 7,4), avec 1 mM de GSH, à 37°C, (volume final de 500µl). 
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2. Séparation et détection des mycotoxines et leurs métabolites 
2.1 Produits et matériels 
 
Le chlorure de potassium (KCl), le bromure de potassium (KBr), l'acide nitrique (HNO3), le 
chlorure de magnésium (MgCl2), l’acétate de sodium trihydraté (C2H3NaO2, 3H2O), l'hydroxyde de 
sodium (NaOH) et l’acide sulfurique à 95% (H2SO4) de qualité « pour analyse » sont fournis par VWR 
international, France. Le formate d'ammonium (CH5NO2) provient de chez Acros Organics (Belgique). 
L'acide formique (CH2O2) est de qualité ultrapure compatible avec la spectrométrie de masse ; il 
provient de VWR (France).   
Le citrate de sodium di-hydraté, l’acide citrique monophosphate, le phosphate dissodique 
(Na2HPO4), l’ophtaldéhyde sont fournis par SIGMA-ALDRICH. Le phosphate de sodium di-hydraté 
(NaH2PO4) est fournie par VWR. L’acide acétique et l’acétate de sodium  tri-hydraté sont fournis par 
PROLABO. 
L’acétonitrile (C2H3N), le chloroforme (CHCl3), l’acide chlorhydrique (HCl) à 37%, le 
méthanol (CH4O), le propanol-2 (C3H7OH), l’acide orthophosphorique à 85% (H3PO4) et l’acide 
acétique glacial (CH3COOH) sont des solvants de qualité ultrapure, compatibles avec une analyse 
HPLC : ils sont fournis par ICS (France) sous la marque Scharlau Chemie S.A (Barcelone, Espagne).  
L’ensemble des solutions est préparé avec de l’eau milliQ, ultra-purifiée et déminéralisée. 
Les membranes en nylon de 0,45µm utilisées pour le dégazage des phases mobiles, les flacons 
en verre d’une contenance de 1,5 ml, les flacons en plastique de 250µL ainsi que l’ensemble des 
consommables HPLC (joints, capuchons, raccords...) sont fournis par ICS, France. 
Les filtres 0,2µm SPARTAN RC 13 mm utilisés pour la filtration des échantillons avant leur 
passage en HPLC, sont fournis par Schleicher & Schuell, France. 
La verrerie de laboratoire (erlenmeyer, éprouvettes graduées, fioles jaugées, pipettes), est 
distribuée par VWR international. 
La carboxypeptidase A, d’origine pancréatique bovine à 1000 unités/ml, et le trizma base sont 
fournis par Sigma-Aldrich, France. 
Les tubes en polypropylène de capacité 15 et 25 ml sont fabriqués par Falcon et distribués par 
Becton-Dickinson, France. 
Les colonnes d’immuno affinité pour la zéralénone sont fournies par BIOMIN et LIBIOS. 




L’eau milliQ ultrapure est obtenue après passage d’eau distillée sur une cartouche de charbon 
actif, deux colonnes échangeuses d’ions et une machine Barnstead fournies par Fisher Bioblock, 
France.  
Un spectrophotométre UV (Anthelie 5 advanced) de la marque SECOMAM sert à quantifier les 
solutions standards de mycotoxines.  
L’agitateur orbital Heidolph unimax 2010 est fourni par VWR international, France. Le bain à 
ultra-sons est de la marque NEY. L’évaporateur rotatif avec un bain thermostaté est de la marque 
Buchi. 
La centrifugeuse à évaporation sous vide "Speedvac concentrator", adaptée pour la réception 
des tubes eppendorf, provient de chez Savant. 
La centrifugeuse réfrigérée Sigma 1K15 et adaptée pour la réception des tubes eppendorf, 
provient de chez Fisher Bioblock Scientific, France. 
La centrifugeuse réfrigérée Sigma 4K15 et adaptée pour la réception de tubes de type Falcon de 
capacité 50 et 15 mL provient de chez Fisher Bioblock Scientific, France. 
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2.3 Analyses par Chromatographie en phase Liquide de Haute Performance (HPLC) 
2.3.1 Principe de l’HPLC 
 
La Chromatographie en Phase Liquide Haute Performance ou HPLC est une technique 
analytique qui permet la séparation d’un ou de plusieurs composés, contenus dans un  mélange, en vue 
de leur caractérisation et de leur quantification : le système permettant d’effectuer cette séparation est 
appelé système de phases et est composé de la phase stationnaire et de la phase mobile. La méthode de 
chromatographie HPLC utilisée pour la séparation et la caractérisation des mycotoxines est la 
chromatographie d’adsorption en phase inverse. La phase stationnaire utilisée est constituée de 
groupements C18 greffés sur un support de silice. 
  
2.3.2 Description du système HPLC 
 
La chaîne HPLC est constituée de divers éléments schématisés ci-après sur la figure 51 : 
 
 
Figure 51 : Schéma d’une chaîne HPLC. 
 
La phase mobile alimente le chromatographe en permanence : elle est délivrée dans le système 
par une pompe dont le débit est modulable. Les composés à séparer, en suspension dans un solvant, 
sont prélevés grâce à une seringue puis chargés dans le chromatographe par l’injecteur au niveau de la 
boucle d’injection. Les molécules sont entraînées par la phase mobile vers la colonne 
chromatographique contenant la phase stationnaire. L’affinité des composés pour la phase stationnaire 
déterminera leur rétention. Un détecteur fluorimètrique suit en permanence l’élution du composé et le 
signal obtenu est enregistré au niveau de l’ordinateur. Une bonne séparation des composés d’intérêt, 
grâce à l’utilisation de phases mobiles et stationnaires adaptées à ceux-ci, permettra d’observer au 
niveau de l’intégrateur un pic isolé, fin et symétrique dont la surface est fonction de la concentration 
de la solution analysée en ce composé. 
La phase stationnaire utilisée pour toutes les analyses est constituée d’une colonne 
chromatographique Prontosil 
 
(25 cm *0.4 cm) 120-3-C18. En amont de la colonne chromatographique 
est placée une précolonne (ULTRASEP) de silice portant des greffages C18, de longueur 1 cm et de 
granulométrie 10µm. La colonne et la pré-colonne sont fabriquées par Bischoff, et fournies par ICS, 
France. 
La détection des fumonisines est assurée par un fluorimètre Hitachi, F1 detector L-7485 
Lachrom distribué par Marck. La chaine possède un injecteur manuel de la marque ICS. 
La détection des autres mycotoxines est assurée par un fluorimètre Shimadzu RF-10AXL. 
L’enregistrement et l’analyse des chromatogrammes sont effectués par un logiciel adapté 
(Normasoft), commercialisé par ICS, France. 
 La concentration en mycotoxines est calculée à l’aide d’une courbe d’étalonnage préalablement 
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2.3.3 Analyse  HPLC pour la détection de l’OTA, ses dérivés et la CIT 
 
Lors de la première utilisation, la colonne chromatographique est conditionnée toute une nuit 
par le passage d’un mélange d’acétonitrile/eau (85/15, v/v) à un débit de 0,24 ml par minute. Elle est 
ensuite conditionnée pendant 30 minutes par passage de la phase mobile utilisée pour l’analyse à un 
débit de 0,5 ml par minute lors de l'utilisation en mode isocratique. En mode gradient, la colonne est 
conditionnée pendant 30 minutes par passage de la phase A à un débit de 0,5 ml/min puis un premier 
cycle est réalisé. Des standards externes, correspondant à des solutions de mycotoxines pures, sont 
injectés intercalés dans la série d’échantillons, pour s’assurer de la bonne calibration et d’une 
éventuelle dérive du temps d’élution. 
 
2.3.3.1 Paramètres d'analyse HPLC 
 
La phase mobile est délivrée par la pompe à un débit défini en fonction de la phase utilisée, afin 
d’obtenir une pression, variable lors de l'utilisation de la chaîne HPLC en mode gradient, de 20mPa à 
maximum 30mPa dans la colonne chromatographique. Le volume d’échantillon prélevé et injecté soit 
manuellement, soit automatiquement selon la toxine recherchée (vanne d'injection rhéodyne de chez 
ICS) dans le système est de 20µL. Différents types de phases mobiles sont utilisés en fonction des 
mycotoxines à analyser. 
 
2.3.3.2 Analyses HPLC réalisées en conditions isocratiques 
 
La composition de la phase mobile identique sur toute la durée de l’analyse. Nous avons utilisé 
pour l’analyse dans les aliments la phase suivante : 600 mL acide Ortho-phosphorique (H3PO4) à 
0,33M, 400 mL  Acétonitrile et 50 mL Propanol-2. 
Cette phase permet la séparation et la quantification de l’OTA, de ses métabolites ainsi que de la CIT. 
L’élution dure 35 minutes. Pour l’OTA et ses dérivés, la détection au spectrofluorimètre est réalisée 
avec une longueur d’onde d’excitation de 330nm, et une longueur d’onde d’émission de 465nm. 
Pour la détection de la CIT, les longueurs d’ondes d’excitation et d’émission sont respectivement 
331nm et 500nm. 
 
2.3.3.3 Analyses HPLC réalisées en conditions de gradients 
 
Cette phase a été utilisée pour l’analyse des métabolites dans les fluides biologiques et dans 
les surnageant cellulaires. 
La détection se fait par fluorimétrie (excitation 330 nm, émission 465 nm). 
La composition de la phase mobile varie, au cours de l’analyse, d'un solvant A à un solvant B 
dans des proportions déterminées au préalable. 
Le gradient «1» mise au point par Faucet-Marquis (2005) a été utilisé pour l’analyse de l’OTA 
et de ses métabolites. Les phases A et B sont composées comme décrit ci-dessous. 
Solvant A: 200 mL Méthanol, 200 mL Acétonitrile, 600 mL eau, formate d'ammonium 0,34g 
(6,5mM), acide formique jusqu'à pH 3,5 
Solvant B: 350 mL Méthanol, 350 mL Acétonitrile, 300 mL eau, formate d'ammonium 0,34g 
(6,5mM), acide formique jusqu'à pH 3,5 
Le gradient « 1 » est le suivant : à 0 minute 100% A, à 10minutes 100% A, à 25 minutes 30% 
A, à 45 minutes 0% A, à 55 minutes 0% A, et à 58 minutes 100% A. 
L’évolution de la concentration de ce gradient, en chacune de ces deux phases, au cours de 
l’analyse est présentée ci-après (figure 52). 
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Figure 52 : Schématisation de gradient utilisé en HPLC, gradient «1 » (Faucet-Marquis, 2005). 
 
L’élution dure 65 minutes et permet la séparation des différents métabolites (figure 53). Les 
temps de rétention de l’OTA et de ses métabolites sont décrits dans le tableau ci-dessous. 
 
Tableau 21 : Temps de rétention en minutes de l’OTA et des  métabolites identifiés de l’OTA après séparation 
utilisant le gradient «1 ». 
Métabolites Temps de rétention en minutes 
OTβ  8,5 
Otα 18,5 
DC-OTHQ (decarboxylé et déchloré OTA) 25,5 
OP-OA  28 
10 R OH-OTA 30 
4-S-OH-OTA  30,2 
4 R-OH OTA  32,5 
OTHQ (forme quinone de l’OTA)  34 & 36 
OTB 33,4 
OTA 42 
Méthyl OTA 53 
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Pour l’analyse des métabolites dans les surnageants cellulaires traités avec OTA et ZEA, un 
nouveau gradient « 2 » a été utilisé. La composition de la phase mobile est la même que celle décrite 
au-dessus. 
L’analyse HPLC dure 85 minutes et permet la séparation de l’OTA et ZEA ainsi que leurs 
métabolites respectifs (figure 55 et tableau 22). 
 Le gradient « 2 » est le suivant : à 0 minute 100% A, à 15minutes 100% A, à 25 minutes 65% 
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Figure 54 : Schématisation du gradient utilisé en HPLC, gradient  «2 » 
 
Tableau 22 : Temps de rétention en minutes de ZEA et de ses métabolites identifiés et l’OTA après séparation 
utilisant le gradient «2 ». 
Métabolites Temps de rétention en minutes 
OTA (ochratoxine A) 67,8 
ZEA (zéarélénone) 66,7 
α ZOL α (zéarélénone) 60,8 
β ZOL (β zéarélénone) 51,9 
 
 
Figure 55 : profil HPLC de la ZEA et ses métabolites 
 
2.3.4 Analyses HPLC pour la détection des aflatoxines 
 
La présence d'aflatoxines dans un échantillon par HPLC s’effectue par dérivation des 
aflatoxines B1 et G1. Ceci est nécessaire afin d'augmenter leur fluorescence naturelle sous lumière UV, 
et de pouvoir accroitre la sensibilité du dosage. 
Le principe de cette technique est de délivrer à la KOBRA Cell® la phase mobile provenant de 
la colonne HPLC, contenant les aflatoxines et l'agent précurseur de dérivation : le bromure de 
potassium. Le branchement de la KOBRA Cell® sur le courant va permettre d'appliquer un potentiel 
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constant au niveau de l'électrode de travail, et ainsi de générer electrochimiquement du brome qui va 
se fixer sur les aflatoxines B1 et G1. Les dérivés bromés des aflatoxines B1 et G1 vont présenter une 
fluorescence supérieure à celle produite naturellement (figure 56). 
 
Phase mobile : méthanol: acétonitrile: eau (20:20:60% v/v), débit de 1 ml/mn. 
A un litre de phase mobile, additionner 119 mg de bromure de potassium et 350 µl d'acide nitrique 
4M. La détection des aflatoxines est effectuée aux longueurs d’ondes : d'excitation à 362 nm et 
d'émission à 425 nm pour B1 et B2 et à 455 nm pour G1 et G2. 
 
 
Figure 56 : Schéma des connexions du Kobra Cell® (Cellule électrochimique pour la dérivation des aflatoxines 
par HPLC). 
 
2.3.5 Analyses HPLC pour la détection des fumonisines 
 
La méthode utilisée pour l’analyse des fumonisines est celle qui a été validée par l’étude 
interlaboratoire 1999-2000 au niveau des communautés européennes et de l’AOAC (Visconti et al., 
2001). 
L’analyse HPLC est effectuée après la dérivation de la fumonisine par l’Ortho-
phtaldialdéhyde (OPA). 
A 50 µl de solution de FB ou d’échantillon, on ajoute 50 µl d’OPA et on agite 30 secondes au 
vortex. On attend exactement 3 minutes et on injecte en HPLC. 
La phase mobile est constituée de méthanol : NaH2PO4 0,1M (80-20) ajusté à pH 3,35 par 
H3PO4. La détection se fait par fluorimétrie (excitation 335 nm, émission 440 nm). 
 
2.3.6. Analyses HPLC réalisées  pour la détection de la zéaralénone. 
 
La détection se fait par fluorimétrie  avec une longueur d’onde d’excitation de 275 nm, et une 
longueur d’onde d’émission de 450nm. La phase mobile est constituée d’acétonitrile/eau (70/30). 
 
2.4 La détection du DON 
 
Nous avons eu recours à deux méthodes d’extraction et de dosage du désoxynivalénol (DON) 
dans des matrices alimentaires : la  spectroscopie de masse et les kits ELISA. 
Le but de ce travail était de comparer une méthode rapide mais limitée (ELISA) et une méthode 
connue pour sa fiabilité (HPLC-MS) mais longue et couteuse. 
 
2.4.1 Analyse du DON par spectroscopie de masse (MS) 
2.4.1.1 Principe 
 
La contribution de la spectrométrie de masse aux connaissances actuelles en biologie  reste 
encore relativement modeste. Cependant, la spectrométrie de masse en mode  électrospray (ESI pour 
ElectroSpray Ionization) est maintenant considérée comme essentielle dans ce domaine. Bien que le 
mécanisme de l'électrospray ne soit pas encore bien élucidé, le processus peut être simplement décrit. 
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Une solution d'échantillon est introduite dans un  capillaire qui est porté à un haut potentiel électrique. 
Le champ électrique intense appliqué à la sortie du capillaire provoque la formation d'un nuage de 
gouttelettes chargées qui traversent  simultanément un gradient de champ électrique et un gradient de 
pression dans la direction de l'analyseur du spectromètre de masse.  
Pendant ce transport, la taille des gouttelettes diminue par évaporation du solvant par  explosions 
"coulombiennes" successives (divisions spontanées de la gouttelette chargée en  gouttelettes plus 
petites, provoquées par une charge surfacique très élevée) (voir figure 57).  
L'application d'une pression à l'entrée du capillaire peut faciliter la nébulisation, suivant le  débit 
utilisé et la composition du solvant (Gaskell, 1997). De plus, un flux de gaz (de  l'azote en général) 
peut être appliqué à l'interface pour aider à l'évaporation du solvant. Certaines interfaces sont aussi 
chauffées. Les ions formés sous pression atmosphérique sont alors canalisés par un ensemble 
d’échantillonneurs, c'est-à-dire un ensemble d’orifices sous pompage, vers l’analyseur où règne un 
vide poussé. L'analyseur permet de filtrer les ions en fonction de leur rapport m/z. Différents types  
d'analyseurs existent, comme les analyseurs quadripolaire ou en temps de vol. Nous avons  utilisé un 
analyseur à piège à ions.   
 
Figure 57 : Processus d'électrospray (ESI)- Schéma de principe (d’après Gaskell, 1997). 
 
2.4.1.2  Description du système. 
 
L’analyse du DON dans les croquettes de chat et de chien d’élevage par spestroscopie de 
masse a été effectuée lors de mon stage en République Tchèque dans le cadre d’une collaboration (voir 
résultats chapitre I). 
Douze grammes et demi d’échantillon sont broyés. L’extraction s’effectue par l’addition de 
50ml acétonitrile/eau (42v/8v). Le mélange est agité pendant 3 minutes puis filtré. L’extrait est 
complété jusqu’à 50ml. Cinq ml d’extrait sont purifiés sur des colonnes MycoSep®225 trich. Ces 
colonnes contiennent un mélange de différents adsorbants et s’appliquent spécifiquement aux 
tricothécènes. Deux ml d’extrait final sont évaporés et redissoutes dans 400µl de phase mobile. 
L’échantillon est ensuite analysé par HPLC-MS. 
Les analyses par spectrométrie de masse (MS) ont été réalisées sur un spectromètre de masse 
HP 1100 (Agilent technoilogies, Palo Alto, USA), composé de l'unité de dégazage sous vide (model 
G1322A), pompe quaternaire (G1311A), échantillonneur automatique (G1313A) et spectromètre de 
masse avec ionisation par électronébulisation (electrospray ionization) a été utilisée. Le ChemStation 
logiciel (Rev.A10.02) contrôlant le système chromatographique a été utilisée pour l'évaluation des 
chromatogrammes. 
La détermination analytique du DON a été réalisée sur une colonne chromatographique à 
phase reverse (LUNA 250x4.6 mm, 5µm ; phenomenex, USA). 
Le DON a été détecté sur un spetre de masse (MS) sous forme d'ions de charge positive : 
[DON+H]+ ,m/z=297 et :[DON+Na]+ ,m/z=319).  
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Le temps d’analyse est de 15 minutes, le DON est élué à 10,9 minutes. La séparation est effectuée à 
température ambiante du laboratoire. 
La phase mobile est constituée de d’acide formique 1mM/ acétonitrile (90/10) à un débit de 1ml/min. 
 
2.4.2 Analyse du DON en utilisant le test ELISA 
2.4.2.1 Principe  
 
Le test ELISA (acronyme d’Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) est un test 
immunologique destiné à détecter et/ou doser une protéine dans un liquide biologique. 
Les puits de microplaque en polystyrène greffés avec des anticorps purifiés et biochimiquement 
caractérisés sont utilisés comme phase solide contenant les anticorps immobilisés. 
Lorsque l'échantillon est positif, les antigènes spécifiques dans l'échantillon de sérum dilué se lient aux 
anticorps couplés à la phase solide. 
Dans une seconde étape, les anticorps liés sont détectés avec des anticorps anti-immunoglobulines 
humaines couplés à la peroxydase. 
Dans une troisième étape, les anticorps liés sont rendus visibles en utilisant une solution 
chromogène/substrat capable de générer une réaction colorée. L'intensité de la coloration produite est 
proportionnelle à la concentration de l'anticorps dans l'échantillon de sérum. 
 
2.4.2.2 Dosage du DON par le kit ELISA 
  
Le test est réalisé sur une plaque de microtitration recouverte avec des anticorps anti-
désoxynivalenol ce qui constitue la phase solide. Les standards ou les échantillons et l’enzyme 
conjuguée DON-peroxydase sont ajoutés à chaque puits. 
Lors de la première incubation (figure 58), il y a une compétition entre le DON libre contenu dans 
l’échantillon ou le standard et la DON conjuguée à l’enzyme pour les sites de liaison aux anticorps 
anti-DON. Suite à cette première incubation, les molécules non liées sont éliminées par lavage. 
L’enzyme conjuguée qui est liée à la phase solide est révélée par addition d’une quantité donnée de 
substrat chromogénique. L’enzyme convertit le chromogène incolore en un produit bleu. L’addition 
d’un réactif stop permet la conversion de la couleur bleue en jaune. L’absorbance est ensuite mesurée 
par lecture à 450 nm. L’intensité colorimétrique est inversement proportionnelle à la concentration de 
DON dans l’échantillon. 
Cette technique de dosage du DON par test ELISA a été effectuée sur les échantillons de croquettes de 
chat provenant de l’industriel (voir résultats chapitre I). 
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2.5  Rendement de récupération et limites de détection et de quantification 
 
Nous avons défini dans les conditions analytiques décrites précédemment, les rendements 
d’extraction, les limites de détection et de quantification de chaqune des toxines.  
Afin de déterminer le rendement, nous a effectué des sur-contaminations de plusieurs échantillons à 
des concentrations de  3 ou 5 µg de chaque mycotoxine/kg de d'aliment. 
 
Le rendement de récupération de la ZEA et de la FB1 sur des colonnes d’immunoaffinité est de  
80% et 68 % respectivement. Le rendement de récupération de l'OTA, la CIT et l'AFB1 dans les 
aliments est de 78%, 70% et 85 % respectivement. 
 
Les pourcentages de récupération des toxines sont en accord avec la législation européenne en 
vigueur (n° 472/2002, 2002b) qui a défini les caractéristiques de performance pour l’OTA. Pour des 
teneurs allant de 1 à 10 µg/kg, le taux de récupération doit être compris entre 70 et 110 % avec une 
RSDr ≤20 % et RSDR≤30 %. 
 
RSDR : l’écart type relatif, calculé à partir des résultats obtenus dans des conditions de reproductibilité) 
(SR exprimé en pourcentage de la valeur mesurée). 
 
RSDr : l'écart type relatif moyen, calculé à partir des résultats obtenus dans des conditions de de 
répétabilité (Sr exprimé en pourcentage de la valeur mesurée). 
 
La reproductibilité est l'étroitesse  de l'accord entre les résultats des mesures d'une même grandeur 
dans le cas où les mesures individuelles sont effectuées au moyen de différents instruments, suivant 
diverses méthodes, par des opérateurs distincts en des temps et des lieux différents. 
La répétabilité concerne la même mesure, effectuée selon la même procédure, avec le même 
appareillage, par la même personne, en un même lieu et en un temps court vis-à-vis de la durée d'une 
mesure. 
 
Les limites de détection (LOD) et les limites de quantification (LOQ) ont été déterminées pour chaque 
toxine en prenant en compte respectivement 3 et 5 fois le bruit de fond. Les résultats obtenus sont 
présentés dans le tableau 23. 
Une courbée d’étalonnage est réalisée pour chaque mycotoxine. 
 
Tableau 23 : Limites de détection et de quantification de chaque mycotoxine 




AFB solvant acide/ fluorométrie 0,03 0,07 
OTA solvant acide/ fluorométrie 0,02 0,03 
ZEA solvant acide/ fluorométrie 0,10 0,16 
FB Colonne d’immunoaffinité/ fluorométrie 0,5 0,85 
CIT Colonne d’immunoaffinité/ fluorométrie 3 5 
DON  Colonne d’immunoaffinité/ Spectre de masse  40 
Matériels et méthodes 
 141 
3. Utilisation de lignées cellulaires 
3.1. Généralités.  
  
Les cultures cellulaires, selon la définition du Comité de terminologie de l'Association 
américaine de culture de tissu (Schaeffer, 1979), correspondent au maintien en dehors de  l'organisme 
de cellules non organisées en tissu mais capables de se diviser et d'exprimer in  vitro des métabolismes 
et des fonctions spécifiques.    
Les cultures cellulaires se sont développées pour deux raisons majeures: d'une part car les cultures 
cellulaires ont atteint un très haut niveau de technicité ;  d'autre part pour des  raisons éthiques. En 
effet, les  pays industrialisés ont pris conscience que la souffrance des animaux n'est pas indispensable 
aux progrès de la santé humaine.   
L'utilisation des cultures primaires chez l'homme est limitée par les difficultés d'obtention de 
prélèvements adéquats en particulier chez les sujets normaux. De plus, ce type de culture a une durée 
de vie limitée même dans des conditions de culture optimales (Gruenert et al., 1990). C'est la raison 
pour laquelle ont été développées des techniques d'immortalisation cellulaire donnant lieu à des 
lignées cellulaires.     
 
Sous le nom de lignées cellulaires, on regroupe :   
-  1) les lignées dérivées de tissus sains: ce sont des lignées à durée de vie limitée qui  correspondent à 
la culture de cellules normales à caractère diploïde. Ces cellules meurent inéluctablement au bout d'un 
certain nombre de subcultures; cette mort étant précédée par une période de vieillissement.  
-  2) les lignées cellulaires dérivées de tumeurs: ce sont des lignées transformées immortelles qui ont 
acquis toutes les caractéristiques des cellules tumorales.  
-  3) les lignées cellulaires immortalisées grâce à des virus,  
-  4) les lignées résultant de transfections de matériel génétique étranger.  
Ces deux dernières lignées immortalisées (3 & 4) sont des lignées cellulaires à durée de vie illimitée 
obtenues par transfection de gènes viraux ou cellulaires immortalisants (Type T de SV40 ou cmyc).  
  
3.2 Avantages et inconvénients de leur utilisation.  
  
Les avantages évidents des lignées établies sont la disponibilité d'un matériel expérimental, en 
principe identique au départ et cela sans procédure d'isolement, la facilité de culture dans des milieux 
connus, et en ce qui concerne les lignées d'origine humaine, l'absence de restriction éthique pour 
l'obtention des échantillons.  
Elles conservent certaines propriétés spécifiques ; des enzymes y sont inductibles. Certaines fonctions 
"éteintes" peuvent être restaurées par un choix judicieux du milieu de culture. Elles peuvent aussi être 
apportées dans le milieu, ou encore transfectées.  
Cependant, elles ne sont pas  toujours représentatives du tissu d'origine. Elles sont partiellement 
dédifférenciées. En général, elles sont plus résistantes aux toxiques que les cellules fraîchement 
isolées. Enfin, les lignées cellulaires sont soumises à des phénomènes de vieillissement et on peut voir 
leur phénotype évoluer avec le nombre de passage. Ceci entraîne des limites et des précautions 
d'emploi.  
Certains aspects importants sont difficiles  à étudier sur les lignées cellulaires. Par exemple, l'étude de 
la régulation de la réplication cellulaire est délicate sur ces lignées dont la transformation assure une 
prolifération indéfinie. Par ailleurs, certaines caractéristiques des contacts intercellulaires tels la 
présence de "tight-junctions" peuvent manquer, limitant les possibilités d'étude de la perméabilité 
cellulaire. Toutefois, ces lignées sont très utilisées en toxicologie et en particulier dans des études de 
génotoxicité et de métabolisme.    
     
Les lignées cellulaires constituent donc un outil précieux en biologie cellulaire et toxicologie, sous 
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3.3 Description des lignées utilisées.  
  
Au cours de ce travail de thèse,  nous avons utilisé différentes lignées cellulaires pour étudier 
la génotoxicité et le métabolisme de l'OTA, CIT, FB1 ainsi que l’effet de la ZEA. 
 
3.3.1 Les cellules rénales d'opossum (OK) (ATCC CRL-1840).  
  
La lignée de cellules OK a été établie, par Koyama et al. en 1978 à partir d'un rein d'un 
opossum adulte femelle. Ces cellules sont de type épithélial, non tumorigènes. Les cellules OK 
maintiennent des fonctions de cellules rénales  tubulaires proximales et sont de ce fait un modèle de 
choix pour l'étude de la néphrotoxicité (Malmstrom et al., 1987) et pour les fonctions de transport 
(Gstraunthaler, 1988 ; Toutain et al., 1992). Ces cellules ont été employées pour l'étude de 
l'accumulation de l'OTA et de sa liaison aux protéines (Schwerdt et al., 1996 ; 1999b). Elles possèdent 
le transport actif du glucose, phosphore et les acides organiques couplés au Na (Gekle et al., 1993; 
Groves et al., 1998). Elles ont été utilisées pour l'étude des effets toxiques de l'OTA sur le rein (Gekle 
et al., 1994). Elles ont comme caractéristiques d’être dépourvues d’enzymes de sulfo-conjugaison 
(Caldwell, 1986). 
 
3.3.2 Les cellules rénales humaines (HK2) (CRL-2190).  
 
La lignée de cellules rénales humaines HK2 a été établie, en 1994 par Ryan et al., à partir d'un 
cortex de rein sain d'un homme adulte. Ces cellules sont de type épithélial, non tumorigènes, et 
possèdent les propriétés caractéristiques des cellules tubulaires proximales. Ces cellules ont été 
immortalisées par transfection des gènes E6/E7 du papilloma virus 16 humain (HPV-16). Elles ont 
retenu les caractéristiques fonctionnelles de l'épithélium du tubule proximal telles que les systèmes de 
transport dépendant du sodium.  
Les lignées que nous avons utilisées dans notre étude (HK2 et OK) sont un bon modèle 
d’étude pour les mycotoxines néphrotoxiques (Schwerdt et al., 1999a ; b). 
 
3.3.3 Les cellules mamaires humaines (MCF7) (ATCC HTB-22) 
 
MCF-7 est l'acronyme de Michigan Cancer Foundation - 7, en référence à l'institut de Detroit 
où la lignée fut établie en 1973, par Herbert Soule et son équipe (Soule et al., 1973). 
La lignée MCF7 est issue des glandes mammaires pour tester principalement les effets liés à la 
zéaralénone. Elles sont cancéreuses non métastatiques. Elles conservent plusieurs caractéristiques de 
l'épithélium mammaire différencié, y compris la capacité de traiter l'estradiol par l'intermédiaire des 
récepteurs cytoplasmiques ostrogeniques et la capacité de former des dômes qui contiennent 
l'oncogène Tx4. 
La lignée MCF-7 a été établie en culture in vitro à partir d'un épanchement pleural prélevé 
chez une patiente de 69 ans atteinte d'un cancer du sein métastatique. Ses cellules ont été à l'origine 
d'une bonne partie des connaissances actuelles sur le cancer du sein (Levenson, 1997). 
 
3.4 Produits utilisés en culture cellulaire 
 
Les lignées cellulaires utilisées ont été obtenues chez ATCC (American Type Culture 
Collection, Manassas, Virginia, USA). 
Les milieux de croissance utilisés pour les cultures cellulaires sont les suivants: 
-    Eagle’s minimum essential medium/NUT Mix F-12 (D-MEM contenant 365mg/l  
        de L-glutamine, 3151 mg/l de D glucose, et du pyruvate de sodium) pour la culture  
        des cellules OK,   
- le milieu Eagle’s minimum essential medium (D-MEM avec 1000mg/l de D glucose et 
supplémenté par 2µM de glutamine) pour les cellules rénales HK2 et MCF7. 
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Ces milieux ainsi que le tampon phosphate salin (PBS), et la trypsine ont été obtenus chez 
Invitrogen Life-Technologies (Cergy Pontoise, France). Le tampon PBS est constitué de KCl 0,2 g/l, 
KH2PO4 0,2 g/l, NaCl 8 g/l, Na2HPO4 1,15 g/l, pH 7,4. La solution de trypsine est constituée de 
Trypsine (0,05%)-EDTA (0,53 mM). 
 
Le milieu nutritif est supplémenté par 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) apportant des 
facteurs mitogènes nécessaires à la division cellulaire et par 1% d'antibiotiques (streptomycine et 
pénicilline) et 1% L. glutamine, de fournis par Life-Technologies (Cergy Pontoise, France).  
Le SVF est inactivé pour les HK2 et non inactivé pour les MCF7. Le sérum de veau fœtal (SVF) est 
inactivé par chauffage sur un bain marie à 56°C pendant 30 min. 
Pour les MCF7, 15 µL (1‰) d’insuline bovine  (facteur de croissance) sont ajoutés dans une 
flasque contenant 15 mL de milieu  
Les consommables proviennent du laboratoire Becton Dickinson. Le diméthyl sulfoxide 
(DMSO) provient de chez Sigma (France). 
 
3.5 Conditions de culture 
3.5.1 Maintien des constantes physico-chimiques 
 
Les cellules sont cultivées dans des flasques de 75 cm2, contenant 10 ml de milieu de culture 
supplémenté en sérum de veau feotal (SVF) et antibiotiques, à 37 °C dans une atmosphère humide et 
saturée à 5% CO2 dans une étuve stérile. Le système tampon utilisé est le bicarbonate (HCO3-) en 
équilibre avec le C02 de l'étuve, permettant de maintenir un pH de 7,4.  
 
3.5.2 Mise en culture d'une lignée cellulaire 
 
Les souches cellulaires sont conservées dans de l’azote liquide dans 1 ml d’une solution de 
congélation (1 ml de milieu de culture contenant 10 % de DMSO, 40 % de sérum de veau fœtal). 
Sorti de l’azote liquide, le tube reste 1 min à température ambiante avant d’être porté à 37 °C, 1 
min dans un bain-marie. Dix ml de milieu de culture supplémenté (10 % de sérum de veau fœtal, 1% 
de pénicilline/streptomycine), préalablement chauffé à 37°C, sont versés dans une flasque de 75  cm2 
avec 1 ml de la culture de cellule décongelée. Une nuit à 37°C permet l’adhésion des cellules au 
support. Au bout de trois jours, les cellules ne pouvant plus se développer correctement due à 
l'épuisement du milieu de culture, il est nécessaire d'effectuer un passage ou repiquage pour maintenir 
la viabilité des cellules et l'état de culture. Cette opération permet l’amplification de la culture 
cellulaire (figure 59).  
 
3.5.3 Amplification d’une lignée cellulaire 
 
Cette étape consiste à réduire le nombre de cellules contenues dans les boites, afin de leur 
permettre de poursuivre leur développement correctement. Pour les cellules HK2, le repiquage est 
effectué à 80% de confluence. Le milieu de culture est aspiré et la flasque est rincée à deux reprises 
avec du PBS. Ceci a pour but d’éliminer les traces de SVF, inhibiteur de la trypsine. Trois ml de 
trypsine  (1X) pour les cellules HK-2 et trois ml de trypsine dilué de moitié pour les cellules MCF7, 
préalablement chauffée à 37°C, est ajouté dans chaque flasque afin de décoller le tapis cellulaire. La 
flasque est placée à 37°C pour favoriser l’activité enzymatique de la trypsine. Quand la dissociation du 
tapis cellulaire est visible à l’oeil nu, la trypsination est stoppée par addition dans la flasque de 5ml de 
milieu de culture complet. Le surnageant, contenant les cellules, est récupéré et centrifugé 10 minutes, 
à 2000rpm (Sigma 3k10) à 4 °C. Les cellules culottées sont remises en suspension dans la quantité de 
milieu nécessaire à l'obtention d'une solution de 106 cellules/ml environ. La suspension cellulaire 
obtenue est répartie dans différents flacons, à raison de 1ml par boite, auxquels sont ajoutés 14 
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3.5.4 Mise en conservation d'une culture cellulaire 
 
Les cellules à confluence d’une flasque sont décollées par trypsination (addition de 3 ml  de 
trypsine (1X)  pour les cellules HK-2 et de 3 ml de trypsine (dilué de moitié) pour les cellules MCF7); 
elles sont culottées par centrifugation 10 minutes, à 4°C, 2400 rpm (Sigma 3k10), puis le culot est 
remis en suspension dans 1 ml de milieu de congélation.  
Le milieu de congélation est composé comme suit : il s’agit de milieu de culture, sans 
antibiotiques, supplémenté avec 10% DMSO et 40% SVF pour les cellules HK-2 et MCF7. 
Le ml de milieu de congélation, contenant les cellules, est disposé dans des tubes cryogéniques 
NALGENE, et est placé une nuit à –80°C dans une boite de cryocongélation puis est mis dans l’azote 
liquide. 
 
Figure 59 : Schéma de la culture des cellules. 
 
3.6 Conditions de traitement des cellules pour la détection des adduits 
 
Quel que soit le type cellulaire, les traitements ont été effectués avec un milieu supplémenté 
avec 5 % de sérum de veau fœtal et 1 % de pénicilline/streptomycine. 
Il est nécessaire de réaliser au préalable une amplification des cellules afin de disposer d'un 
nombre suffisant de flasques pour les traitements. 
Les cellules sont traitées par des solutions de toxines diluées dans du milieu de culture stérile 
non supplémenté en SVF.  
Chaque traitement est réalisé en triplicata ainsi qu'un témoin négatif correspondant à des 
cellules n’ayant pas reçu de toxine. Pour chacune des flasques, le milieu de culture est aspiré et un 
lavage au PBS durant une minute est effectué. On rajoute ensuite 9 ml de milieu de culture puis 1ml 
des solutions de mycotoxines sont directement introduites dans la flasque. L'incubation est réalisée à 
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4. Test de viabilité cellulaire 
4.1 Produits utilisés pour le test de viabilité cellulaire 
 
Le test de prolifération a été réalisé sur des plaques de 96 puits de chez Falcon et fournis par 
Becton Dickinson (Le pont de Claix, Allemagne). Les réactifs viennent du kit : « cell titer 96® ® 
Aqueous One Solution  Cell Proliferation Assay » (Ref : G3580) non radioactive acheté chez Promega 
(Allemagne) contenant la solution « MTS  ou MTT ». 
 
4.2 Principe du test de viabilité cellulaire 
 
Le test au MTT (Mosmann, 1983) est utilisé pour évaluer le nombre de cellules viables. 
L’essai MTT est un test colorimétrique de prolifération cellulaire fondé sur l’activité métabolique des 
cellules viables. Il mesure l’activité des enzymes qui réduisent le MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-
2,5-diphényltetrazolium bromide), un tétrazole de couleur jaune en un composé violet, le formazan par 
une enzyme mitochondriale, la succinate déshydrogénase. Ce test est donc essentiellement une mesure 
de l’activité mitochondriale. Les cristaux de formazan formés sont solubilisés (dans le DMSO) et sont 
ainsi détectables par spectrophotométrie à une longueur d’onde de 570 nm. Ce test est utilisé pour 
comparer la croissance des cellules contrôles à celles des cellules traitées par les molécules. 
Les réactions de réduction des sels de tétrazolium en formazan ne se produisent que si les 
réductases mitochondriales sont actives. L’absorbance mesurée est donc directement proportionnelle 
au nombre de cellules vivantes. Le test au MTT en révélant un ralentissement de l’activité métabolique 
des cellules rend compte des événements apoptotiques et nécrotiques intervenants dans la cellule. 
L’essai MTS est une alternative récente au test MTT. En présence de phénazine méthosulfate (PMS), 
le MTS, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)- 2-(4 sulfophenyl) 2H-tetrazolium, 
forme un dérivé soluble du formazan (figure 60). Cet essai possède deux avantages par rapport au test 
MTT : 
- Le mélange MTS+PMS est plus réactif que le MTT ; 
- Le produit formé est soluble dans l’eau. 
Ce nouvel essai est donc théoriquement plus sensible que le test MTT.  
 
 
Figure 60 : Structure du MTS tétrazolium et son produit le formazan 
 
Après détachement du tapis cellulaire collé au fond de la boite par trypsination (2 min à 37°C), 
la suspension cellulaire est centrifugée à 2000rpm (Sigma 3k10), pendant 10 min et 4°C. Après avoir 
éliminé le surnageant, le culot cellulaire est repris dans 4 ml de milieu milieu à 5% SVF (inactivé pour 
les HK2 et non inactivé pour les MCF7) pour effectuer le comptage des cellules. Les cellules 
contenues dans une goutte de cette solution homogène sont comptées sur « cellule de Mallassez ». 
Chaque puits de la plaque de 96 puits est ensemencé avec 5555 cellules. Après une nuit d’adhésion des 
cellules sur le support à 37 °C, 10 µl des concentrations de toxines à tester, sont ajoutés, en triplicata, 
dans les puits pendant 24 h à 37 °C. De même, un témoin sans traitement est réalisé par l’ajout de 10 
µl de milieu.  
Pour les MCF7, le milieu est changé au bout de 24h avant l’ajout des traitements. Les puits sont vidés 
en tapotant sur du papier ou de la gaze stérile, et le milieu est remplacé par un nouveau milieu. Il s’agit 
d’ajouter dans chaque puits 90µl de milieu DMEM incomplet (sans SVF) au quel on ajoute 5% de 
milieu CS (traité sur charbon actif). Le SVF non traité peut contenir des hormones bovines qui 
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pourraient influencer la croissance des cellules et biaiserait le test. Les cellules traitées sont alors 
incubées pendant 24h et 48h à 37 °C.  
A la fin de l’incubation (24h et 48h), 20 µl de solution de « MTS »  sont ajoutés. Après 3h 
d’incubation à 37 °C, l’absorbance de chaque puits est mesurée grâce à  un lecteur de plaques 96 puits 
à 490 nm. Le principe du test est schématisé dans la figure 61.  
Les résultats sont présentés en pourcentage du contrôle :  
    (DO moyenne des cellules traitées / DO moyenne des cellules contrôles) × 100 ± écart-type 
 
 
Figure 61 : Test de cytotoxicité cellulaire 
 
5. Test de génotoxicité 
 
Sous l'influence de certaines substances dite génotoxiques, la structure du génome est 
modifiée par l'action sur les molécules d’ADN : des mutations, des adduits peuvent survenir et 
aboutissent parfois à l'enclenchement d'un processus cancéreux.  
 
5.1 Extraction de l’ADN selon matrice  
 
Cette première étape consiste à casser les membranes du tissu afin de libérer l’ADN des noyaux. 
L’extraction se fait à froid dans de la glace pour limiter l’activité des DNAses cellulaires et ainsi 
préserver l’intégrité de l’ADN.  
 
5.1.1 A partir de tissus   
 
Environ un demi-gramme d’organe est écrasé dans 400µl de SET* à l’aide d’un 
homogénéisateur. Le récipient est rincé avec du SET. On ajoute à cet homogénat 200µL de SDS à 
10%. Le mélange est porté dix minutes à 65°C puis placé dans la glace pendant trente minutes. 
Les cellules en suspension, ou le broyat d’organe sont centrifugés pendant 25 minutes à 
13 000 rpm à 15°C dans une centrifugeuse Sigma1K-15. Le surnageant  contenant l’ADN et l’ARN 
est récupéré dans un tube de 15 ml. On ajoute 2 volumes d’éthanol (≈ 4 ml) pur, froid (-20°C) et on 
agite vivement : les pelotes d’ADN apparaissent. Les tubes sont placés une nuit au -20°C. Les 
filaments d’ADN sont récupérés à la pipette ou par centrifugation 1,5 ml par 1,5 ml dans un tube 
conique de 2ml. Les pelotes sont centrifugées 25 minutes, à 13 000 rpm (Sigma 1K15), à 0°C. Le 
surnageant est délicatement éliminé pour ne pas perdre le culot d’ADN. L’ADN est lavé avec 1 ml 
d’éthanol à 90 %, froid puis centrifugé 15 minutes, à 13000 rpm, à 0°C dans une centrifugeuse Sigma 
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1K-15. Le surnageant est éliminé, et les acides nucléiques sont dissous dans 500µl de SET3. Pour 
faciliter la dissolution, une incubation à 37°C pendant 15 minutes est réalisée. 
 
5.1.2 A partir du sang 
 
Un ml de sang est agité en présence d’un gramme de billes en verre et 2 ml de SET pendant 1 
minute. Le mélange est centrifugé 5 minutes à 13000rpm (Sigma 1K15), à 0°C, afin de pouvoir 
enlever les billes. Le mélange est incubé dix minutes à 65°C en présence de 300µL de SDS à 20%. 
Puis, les protéines sont précipitées par ajout de 2400 µl d’Acétate de potassium (6 M, pH 5) pendant 
30 min dans la glace. L’échantillon est ensuite centrifugé à 0 °C, 25 min à 13000 rpm (Sigma 1K15). 
Les acides nucléiques sont récupérés et lavés comme indiqué au paragraphe précédent.  
 
5.1.3 A partir des cellules 
 
Trois boites de cellules, correspondant au même type de traitement, sont plongées dans un bac de 
glace pour figer l’état cellulaire et éviter la dégradation de l’ADN. Le tapis cellulaire est gratté deux 
fois avec des grattoirs dans 4 ml de SET. Les fractions contenant les cellules des trois boites sont 
récoltées dans un tube de 50 ml. Elles sont centrifugées 10 min à 4°C à 2400 rpm (Sigma 3k10). Le 
surnageant est mis de côté et conservé à -20°C. Le culot est lavé avec 4 ml de SET dans les mêmes 
conditions que précédemment décrites pendant 10 min. Le culot cellulaire est ensuite remis en 
suspension dans 800 µl de SET à 4°C et transvasé dans un micro-tube de 2 ml. 
Cent µl de SDS à 20 % sont ajoutés à l’échantillon et incubés pendant 10 min à 65 °C pour 
casser les membranes. Puis, les protéines sont précipitées par ajout de 800 µl d’Acétate de potassium 
(6 M, pH 5) pendant 30 min dans la glace. L’échantillon est ensuite centrifugé à 0 °C, 25 min à 13000 
rpm (Sigma 1K15). Les acides nucléiques sont récupérés comme décrit dans les paragraphes 
précédents.   
 
5.2 Purification et dosage de l’ADN 
 
L’ARN est éliminé par l’action de Rnases. Dans un premier temps, le mélange de Rnase A à 
20mg/ml, et de RNAse T1 à 10000 UI/ml est dissous dans de l’eau ultrapure. Le mélange est mis à 
bouillir à 100°C pendant 15 minutes pour détruire les Dnases. Dix µl de ce mélange sont ajoutés à 
l’échantillon d’ADN à purifier. Au bout d’une heure d’incubation à 37°C, on rajoute 10µl du mélange 
de Rnases. L’ensemble est incubé une heure supplémentaire à 37°C. Pour détruire les protéines,  25 µl 
de Protéinase K à 20 mg/ml dissous dans du SET sont ajoutés au mélange qui est incubé une heure à 
37°C. 
La purification de l’ADN se poursuit par ajout de 500µl (1 Volume) de Rotiphénol® (Roth 
Sichel : phénol saturé en tris pH 8). Le mélange est agité mécaniquement pendant 20 min. Le mélange 
est centrifugé à 13000rpm pendant 15 min à 15°C (Sigma 1K15). Le surnageant est récupéré dans des 
microtubes. On renouvelle l’extraction comme précédemment, lors d’une extraction de l’ADN à partir 
des organes. Cinq cent µl de SEVAG (24v Chloroforme/1v Alcool isoamylique) sont ajoutés au 
surnageant. On agite 20 Secondes puis on centrifuge 5 minutes à 13000rpm (Sigma 1K15). Le 
surnageant, qui doit être limpide, est récupéré. 
Deux volumes d’éthanol froid pur (-20°C) et 50µl d’acétate de sodium 3M sont ajoutés. Les 







                                                 
3
  * Pour 250 ml de SET mélanger : 5 ml de NaCl de 5M, 12.5 ml EDTA 0.4M, 6.25 ml TRIS 2M. Ajuster  
le pH à 8 avec  NaOH 5M  Compléter avec de l’eau miliQ qsp 250 ml volume final. 
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5.3 Estimation de la qualité et de la quantité d’ADN 
 
Les solutions d’ADN sont mises 15 minutes au bain marie 37°C avant lecture au 
spectrophotomètre (Secomam, Anthelie advanced 5) afin d’avoir une solution homogène.  
L’intégralité de l’échantillon est transférée dans des cuves en quartz de 1 ml de contenance. La pureté 
et la quantité d’ADN en solution sont évaluées en faisant un spectre entre 220 et 320 nm. Le 
maximum d’absorption de la molécule d’ADN se situe entre 258 et 260 nm.  
Un déplacement du maxima d’absorption vers 250 nm ou 280 nm indique une contamination de 
l’ADN par de l’ARN, ou par des protéines respectivement (figure 62). Par conséquent sa purification 
doit être refaite à partir de cette solution. 
 
 
Figure 62 : Spectre d’ADN non pur contaminé en protéines (photo de gauche) et ADN pur (photo de droite) 
 
La quantité d’ADN de l’échantillon est calculée en considérant que 1 unité d’absorbance 
équivaut à 50 µg/ml. Des aliquotes contenant 4 µg d’ADN sont préparés à partir de la solution mère 
d’ADN et sont ensuite séchés à l’aide d’une centrifugeuse à évaporation sous vide (« Speedvac 
concentrator » de Savant). A partir de cette étape, l’aliquote d’ADN est prêt à être hydrolysé en vue du 
marquage. 
 
5.4 Analyse des adduits à l’ADN par la méthode du post-marquage au phosphore 32 
5.4.1 Produits utilisés pour le post-marquage 
5.4.1.1 Les produits chimiques 
 
Les produits chimiques utilisés sont dits de qualité « pour analyse ». Le Phosphate de Sodium  
Dihydraté (NaH2PO4, 2H2O), l’Urée, l’Hydroxyde de Lithium (LiOH), la soude, l’acide chlorhydrique, 
l’acide formique, l’acétate de potassium, le SDS (sodium dodécyl sulfate), l’isopropanol et l’éthanol 
proviennent de VWR International (Fontenay sous bois, France). La bicine, le chlorure de magnésium 
(MgCl2), le dithiothréitol (DTT), la spermidine, le chlorure de sodium (NaCl), l’EDTA, le Tris, le 
Trizma basele triton X-100, le sucrose proviennent de Sigma (St Quentin Fallavier, France).  
Le γ32P-ATP (6000 Ci/mmole, 10 µCi/µl) provient d’Amersham Biosciences (Orsay, France). 
Le Roti-phénol (phénol saturé en Tris-HCl) provient de Roth-Sochiel (Lauterbourg, France). La 
poudre de cellulose « MN 301 » vient de chez Macherey Nagel (Düren, Allemagne). La polyéthylène-
imine (HCl à 5%) Corcat PEI P 600xE est fournie par CORCAT (Virginia Chemicals, Portsmouth, 
VA, USA). 
 
5.4.1.2  Les enzymes 
 
La phosphodiestérase bovine de rate (SPD) (P 9041), la nucléase de staphylocoque (MN) (N 
3755), la protéinase K (P 6556), la ribonucléase T1 (RNAse T1) d’Aspergillus (R 1003) et la 
Ribonucléase pancréatique de bœuf (RNAse A) (R 4875) sont fournies par Sigma chimie (St Quentin 
Fallavier, France). La nucléase P1 (236 225) (Penicillium citrinum) et la T4 polynucléotide kinase 
(R838 292) proviennent de Roche Diagnostic (Meylan, France). 
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5.4.1.3  Matériels de chromatographie 
 
Les plaques de polyéthylène-imine-cellulose (PEI) sont préparées au laboratoire. Le support en 
plastique 130 cm × 20 cm provient de chez France Plastics (Lyon, France). Soixante-treize grammes 
de cellulose sont mélangés à 48 ml d’une solution de polyéthylène-imine-HCl à 5 % et 500 ml d’eau 
distillée. L’étaleur (Desaga Heidelberg, Allemagne) sert à couler le mélange, après dégazage sous 
vide, sur les supports plastiques. Les plaques sèchent à température ambiante pendant environ 16 
heures. Elles sont ensuite découpées au format 18cm × 26 cm, lavées au méthanol (1 minute) et 
rincées dans deux bains d’eau distillée puis séchées à température ambiante. Les plaques sont 
découpées aux dimensions 18 cm × 13 cm et sont stockées à -20 °C jusqu’à utilisation. 
Le papier Whatman n°1 provient de Whatman international Ltd (Maidstone, England). Pour les 
autoradiographies, on utilise des films de radiographie Kodak de 20cm × 40 cm et de 30 cm × 40 cm, 
le révélateur Kodak LX24 et le fixateur Kodak AL4 à 20 % (Coradio, France). Les microtubes (1,5 et 
2 ml) proviennent d’Eppendorf (Hamburg, Allemagne). Ils sont lavés au méthanol puis rincés deux 
fois à l’eau distillée avant utilisation.  
 
5.4.1.4 Les adduits standard 
 
Un contrôle négatif est réalisé lors de chaque post-marquage, il consiste à analyser un ADN 
dépourvu d’adduits. Nous utilisons pour cela une solution d’ADN de sperme de saumon préalablement 
purifié. 2µL de cette solution, correspondant à 7µg d’ADN, sont marqués lors de chaque analyse. 
L’adduit standard d’OTA : C-C8 OTA-3’dGMP a été synthétisé par l’équipe de R. Manderville 
(université de Guelph, Ontario, Canada). Le standard C-C8 OTA est marqué radioactivement dans les 
mêmes conditions que nos échantillons. La comparaison des coordonnées de migration de ces adduits 
standard avec celles des adduits détectés sur les plaques de chromatographie, permet d’identifier la 
présence éventuelle d’adduits dans les échantillons d’ADN cellulaire ou d’humain. Cela nous sert 
aussi à quantifier les adduits. 
 
Le calcul de leur concentration est présenté ci-dessous :  
Nous disposons de 10µg de chaque produit correspondant à la molécule d’OTA fixée d’une 
manière covalente sur la guanine. Soit un poids moléculaire pour le C-C8 OTA-3’dGMP de 714g/mol. 
Ce qui veut dire que l’on a 10µmole/714 soit 0,0140µmole d’adduit C-C8 OTA-3’dGMP. 
Puisque 1 mole de nucléotide pèse environ 330g, 1g d’ADN correspond à 1/330 moles de 
nucléotides d’où 1µg équivaut à 3,03.10-9 nucléotides. On sait que 1 adduit /109 nucléotides normaux 
c’est aussi 1/0,33 fentomole/mg d’ADN, ce qui signifie que 1 adduit /109 nucléotides normaux 
correspond à 3,03 fentomole d’adduit/mg d’ADN. Ainsi pour détecter 100 adduits/109 nucléotides 
normaux, il faut avoir 303 fentomoles/mg d’ADN. Soit lors de l’analyse de 7µg d’ADN, la présence 
de 2,12 fentomoles d’adduits. 
- Les 10µg de chaque standard sont dissous dans 100µl d’eau ultra-pure. Ce qui donne les 
concentrations de solutions mères suivantes : 
C-C8 OTA-3’dGMP => 140 picomoles/µl = 140.103 fentomoles/µl soit 66037.10-6 adduits/µl 
Les solutions mères de standard sont conservées à -80°C. 
 
5.4.2 Principe du post-marquage 
 
La détection directe des adduits à l’ADN par la méthode du post-marquage au phosphore 32 est 
une méthode fine et extrêmement sensible (1 adduit /1010 nucléotides), qui permet de mettre en 
évidence le caractère génotoxique d’une substance.  
Au  laboratoire, nous utilisons une version modifiée de la méthode initiale (Randerhat et al., 
1981) qui permet d’atteindre une sensibilité de 1 adduit par 1010 nucléotides (Reddy &  Randerhat, 
1986). Elle comporte les étapes suivantes (figure 63): 
- Après extraction et purification de l’ADN, celui-ci est hydrolysé en 
désoxyribonucléosides 3’ –monophosphate par deux enzymes, une endonucléase (nucléase de 
Staphylocoque) et une exonucléase (Phosphodiestérase de rate). A cette étape le milieu réactionnel 
contient un mélange de nucléotides normaux et modifiés (les adduits). 
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- On procède alors à une étape d’enrichissement en adduits qui consiste, par l’activité 
3’phosphatasique de la nucléase P1, à couper le phosphate en 3’ des nucléotides normaux. Il s’agit 
d’une déphosphorylation sélective des désoxyribonucléotides normaux. La configuration 
structurale de l’adduit protège la liaison du  phosphate en 3’et celui-ci sera donc conservé dans les 
adduits après cette étape.  
- On réalise alors un marquage enzymatique spécifique des adduits. Seuls les 3’P-
nucléotides sont substrats de la polynucléotide kinase T4, qui a pour propriété de transférer un 
phosphate radioactif en position γ de l’ATP sur la position 5’ du nucléotide. Ainsi, seuls les adduits 
sont marqués, les nucléosides normaux ne pouvant pas être phosphorylés, ils n’interfèrent donc pas 
dans le marquage. 
- Les nucléosides normaux et l’excès de phosphate inorganique sont séparés du ou des 
différents adduits par migration sur plaque de couche mince de polyéthylène-imine cellulose dans 
des solvants aqueux de forte salinité. Ceux-ci permettent la migration des substances hydrophiles, 
alors que les adduits qui sont hydrophobes restent au point d’origine, ou migrent légèrement 
suivant leur degré d’hydrophobicité. 
- Les adduits sont alors séparés par chromatographie bidimensionnelle échangeuse 
d’anions, sur plaque de couche mince de polyéthylène-imine cellulose. 
- Les adduits et leur emplacement sont visualisés par autoradiographie des plaques. Les 
autoradiogrammes obtenus deviennent le support du travail de l’analyse qualitative et quantitative. 
La radioactivité des plaques est scannée par un appareillage spécial (Bioimager) qui permet 
d’effectuer la quantification des spots radioactifs correspondant aux adduits de l’autoradiogramme 
grâce au logiciel Ambis (CSP incorporation, Billerica, USA). 
 
 
Figure 63 : Principe de la méthode du post-marquage au 32P 
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5.4.3 Marquage des adduits 
 
5.4.3.1 Hydrolyse de l’ADN 
 
Les 4 µg d’ADN séchés sont hydrolysés en nucléosides-3’-monophosphates par les actions 
combinées de la phosphodiestérase de rate et de la nucléase de staphylocoque pendant 4 heures à 37°C 
dans 10 µl de mélange réactionnel suivant : 
- 0,47 µl de phosphodiestérase de rate (2 mg/ml) 
- 1 µl de nucléase de Staphylocoque (3,2 mU/µg d’ADN)  
- 2 µl de tampon succinate (200 mM)/CaCl2 (100 mM), pH 6  
- 6,53 µl H2O ultra pure. 
5.4.3.2 Enrichissement à la nucléase P1   
 
L’ADN hydrolysé est incubé 45 min à 37 °C après avoir rajouté 5 µl du milieu 
réactionnel suivant : 
- 1,5 µl de nucléase P1 (4 mg/ml) 
- 1,6 µl de ZnCl2 (1 mM) 
- 1,6 µl Acétate de Na (0,5 M, pH 5) 
- 0,3 µl H2O ultra pure  
La réaction est stoppée par l’ajout de 3 µl de Tris base (500 mM). 
 
5.4.3.3 Marquage des adduits au 32P en position 5’ 
 
 Après enrichissement à la nucléase P1, les échantillons sont incubés 45 min en « salle 
chaude » (salle radioactive) à 37 °C en ajoutant 5 µl de mélange réactionnel suivant :  
- 100 µCi de 32P-ATP préalablement séché 
- 2 µl de tampon bicine * 
- 0,32 µl de polynucléotides kinase T4 (10 UI/µl) 
- 2,68 µl d’H2O ultra pure 
* le tampon bicine est constitué de : 500 µl de bicine 800 µM, 500 µl de dithiothréitol (DTT) 400 mM, 
500 µl de MgCl2 400 mM, 55 µl de spermidine 400 mM, 445 µl d’eau distillée ajusté à pH 9,8 avec de 
la soude. 
 
Suite à des changements de produits par les fournisseurs et afin vérifier la validité de l’expérience, des 
tests d’efficacité de l’hydrolyse et de l’enrichissement par la nucléase P1 sont réalisés. 
 
5.4.3.4 Test d'efficacité de l'hydrolyse : marquage des nucléotides normaux 
 
2µl de la solution d'ADN hydrolysée sont prélevés et dilués (x 1200) dans de l'eau ultra-pure. 
Un volume de 5µl de cette solution est prélevé et incubé en salle chaude 1h à 37°C en présence de 8µl 
d'eau ultra pure et de 5µl du mélange réactionnel suivant :  
- 100 µCi d’ 32 P-ATP préalablement séché 
- 2 µl de tampon bicine * 
- 0,32 µl de polynucléotides kinase T4 (10 UI/µl) 
- 2,68 µl d’H2O ultra pure 
 
Après une heure d'incubation, le volume réactionnel est complété jusqu'à 300µl par de l'eau 
ultra pure soit 282µl, puis 3µl sont prélevés et déposés sur une plaque de PEI-cellulose de 18cm de 
long. Celle-ci est mise à migrer 1h30 dans du tampon à 250 mM de (NH4)2SO4 et 40 mM de NaH2PO4. 





Matériels et méthodes 
 152 
5.4.3.5 Test d'efficacité de l'enrichissement par la nucléase P1 
 
Les gouttes résiduelles restantes dans le tube de marquage après dépôt sur la plaque sont diluées 
dans 50µL d'eau ultra-pure. Cinq µL de ce mélange est prélevé et déposé sur une plaque de PEI-
cellulose de 18cm de long. Celle-ci est mise à migrer 1h30 dans du tampon à 250 mM de (NH4)2SO4 et 
40 mM de NaH2PO4. La plaque est ensuite séchée, exposée 40 min à température ambiante puis 
autoradiographiée. 
Ce test permet de savoir si l'hydrolysat d'ADN a bien été enrichi en adduits par le traitement 
avec la nucléase P1 qui catalyse la déphosphorylation en 3' des nucléotides normaux. Ceux-ci ne sont 
plus des substrats de la polynucléotide kinase et ne doivent donc pas être marqués au 32P pendant le 
marquage des adduits à l'ADN. Sur le film d'autoradiographie, les bases de l'ADN ne doivent être que 
d'une très faible intensité (figure 64). 
 
Figure 64 : Schéma de migration des nucléotides normaux : a) autoradiographie après marquage des 
nucléotides normaux, b) autoradiographie après "enrichissement" à la nucléase P1.  
 
5.4.3.6 Séparation des adduits par chromatographies bidimensionnelles sur couche mince de 
polyéthylène-imine-cellulose 
 
Plusieurs chromatographies (figure 65) sur des plaques de PEI cellulose sont nécessaires afin de 
séparer les adduits selon leurs propriétés chromatographiques selon l’ordre suivant : 
 
A)  Dépôt des échantillons et purification des adduits  (Dimsension 1) 
 
A l’extrémité de chacune des plaques de cellulose de 18 cm × 13 cm, est agrafé un papier 
Whatman n°1 de 20 cm de longueur. Chaque plaque est prévue pour recevoir six dépôts 
d’échantillons. Les dépôts sont espacés entre eux de 2 cm. La migration dure 16 heures dans du 
phosphate monosodique (3 M ; pH 5,7) pour la séparation des adduits d’OTA. Ce solvant ne permet 
pas la migration des adduits, qui étant hydrophobes, restent au point de dépôt. Par contre, l’excès 
d’ATP et les nucléotides normaux sont éliminés. Une fois la migration terminée, la bande de papier est 
jetée et la plaque est lavée deux fois 5 min dans de l’eau distillée sous agitation.  
Une autoradiographie des plaques (20 minutes en salle obscure, révélation, rinçage à l’eau 
distillée, fixation et rinçage à l’eau distillée) permet de vérifier la pureté de l’échantillon. 
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B) Transfert et migration bidimensionnelle pour la séparation des adduits 
 
Migration Dimension 2 
 
Cette étape permet de transférer le dépôt sur une plaque de cellulose de 18cm × 13 cm et de 
faire migrer les adduits dans le sens vertical de la plaque. Les points de dépôt sont découpés de la 
plaque de D1 et le transfert sur la plaque D2 se fait par contact ‘cellulose à cellulose’, les deux parties 
de cellulose sont maintenues par des aimants. La migration est amorcée dans de l’eau distillée et les 
plaques sont ensuite placées dans des cuves avec 70 ml de solvant (Urée 7,7M, formate de Li 4,8M, 
pH = 3,5). La migration dure environ 4 heures à 25 °C. Les plaques sont ensuite lavées deux fois à 
l’eau distillée pendant 5 minutes puis séchées. Les plaques sont découpées à la dimension 16 × 13 cm. 
 
Migration Dimension 3 
 
La migration D3 s’effectue dans le sens perpendiculaire à la migration D2 (1/4 dans les sens 
inverse des aiguilles d’une montre) et permet de déplacer les adduits dans le sens de la largeur de la 
plaque. Une bande de papier Whatman (16 cm × 2,5 cm) est agrafée dans le sens de la longueur de la 
plaque sur le bord de la plaque. La migration est amorcée dans un solvant D3' (NaH2PO4 0,7M). Les 
plaques sont placées dans des cuves contenant 70 ml de solvant de migration (NaH2PO4 0,6M, Urée 
7M, pH 6,4) à 25°C. La migration dure 3h. Après avoir éliminé le papier Whatman, les plaques sont 




La migration D4 est dans le même sens que la migration précédente. Il s’agit essentiellement 
d’un lavage permettant d’éliminer la radioactivité non spécifique et donc de réduire le bruit de fond. 
Une bande de papier Whatman (16 cm × 4 cm) est agrafée dans le sens de la largeur de la plaque. La 
migration dure une nuit dans 70 ml de phosphate monosodique (NaH2PO4 1,7 M, pH= 6) à 25°C. 
Après avoir enlevé le papier Whatman, les plaques sont lavées deux fois 5 minutes à l’eau distillée 
puis séchées et découpées au format 9,5 cm × 14,5 cm à partir de l’origine du dépôt. 
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Figure 65 : Chromatographies successives pour la purification et la séparation des adduits sur des plaques de 
PEI-cellulose. 
 
5.4.4 Autoradiographie et quantification des adduits 
 
Les plaques sont mises à autoradiographier sur des films ultra-sensibles (KODAK  (20 cm/40 
cm) sur lesquels on pose un écran amplificateur, le tout est placé 48 h à -80°C. Les films sont ensuite 
placés dans un bain de révélateur (Kodak LX24) (20 %) jusqu’à apparition des spots d’adduits (1 
minute environ), puis rincés à l’eau distillée et fixés pendant 1 minute dans un bain de fixateur (Kodak 
AL4) (20 %) puis rincés successivement dans deux bains d’eau distillée. Après séchage, les films sont 
ensuite numérisés. 
Pour la quantification des adduits, les plaques de cellulose sont scannées par un bio-imager et 
les scans sont traités par le logiciel « Ambis ». Les valeurs obtenues par quantification au bioimager 
sont exprimées en coups par minute (CPM). Les taux d'adduits sont exprimés en adduits/ 109 
nucléotides en tenant compte de la quantité d’ADN, de l’activité spécifique de l’ATP, de la 
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Cette partie est consacrée à l’analyse de la multi-contamination en mycotoxines dans des 
aliments destinés à l’alimentation humaine et/ou animale. Ces mycotoxines ont été recherchées dans 
les céréales brutes (riz, blé, orge) destinées à l’alimentation humaine mais aussi dans les produits finis 
comme le jambon, et le café. Une autre partie de ce chapitre avait pour but d’évaluer et de quantifier la 
présence des mycotoxines dans les aliments à destination des animaux (croquettes pour chat et chien). 
 
Ces analyses s’inscrivaient soit dans le cadre d’une collaboration avec la République Tchèque, 
comparant deux méthodes d’analyse, soit répondaient à la demande spécifique d’industriel (riz, 
jambon, croquettes), ou à la demande de l’institut national de consommation (INC) pour le café et les 
croquettes de chien. 
 
L’ensemble de ces résultats nous a permis de calculer un apport journalier sur la base d’un 
repas type incluant ces différents produits.  
Dans notre étude, six familles de mycotoxines ou groupes de mycotoxines ont été analysées, 
ces mycotoxines sont soit produites au champ par des Fusaria comme la zéaralénone (ZEA), les 
fumonisines (FB) et les trichothécènes (désoxynivalénol (DON et HT2), soit produites au cours du 
stockage par Aspergillus et Penicillium comme l’ochratoxine A (OTA), la citrinine (CIT) et les 
aflatoxines (AFB). 
 Les résultats sont présentés sous forme de diagramme en boite à moustache (figure 66). Les 
boites à moustache affichent la valeur médiane du groupe (symbolisées par un trait horizontal trait 
noir), la moyenne (symbolisée par une croix), les intervalles interquartiles, les quartiles supérieurs et 
inférieurs ainsi que les valeurs extrêmes. La médiane « m » (entre parenthèse) est donnée pour chaque 
groupe. 
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1. Alimentation humaine : blé, orge, riz, café, jambon, lait 
1.1 Les céréales  
1.1.1 Blé et orge  
 
Les céréales, aliments à la base de l’alimentation humaine et animale, constituent l’un des 
principaux vecteurs de mycotoxines pouvant se développer entre autre lors du stockage. Des études 
antérieures faites au laboratoire d’analyse de contaminations en OTA, CIT, AFB, FB, ZEA ont mis en 
avant la présence de ces mycotoxines dans les produits finis notamment les céréales de petit déjeuner 
(Molinié et al., 2005). 
 Les céréales : blé et orge, analysées durant notre étude sont d’origine tchèque et sont fournies 
par  l’Institut Vétérinaire d’Etat d’Olomouc (24 échantillons : 14 de blé et 10 d’orge). Les 
échantillons numérotés « 3 » et « 1146 » sont des standards naturellement contaminés en OTA. 
Deux méthodes d’extraction et d’analyse ont été comparées. Les résultats d’analyse de l’OTA et de la 
CIT obtenus dans les deux laboratoires (selon deux méthodes) sont résumés dans le tableau 24. 
 
Tableau 24 : Résultats d’analyse de l’OTA et CIT  dans les céréales tchèques obtenus dans le laboratoire de 
Génie Chimique et le laboratoire de Kromeriz (République Tchèque). 
 
Laboratoire  de génie chimique 
(en milieu acide) 
Laboratoire de Kromeriz (colonne 
IAC) 
Echantillon céréale [CIT]  en µg/Kg [OTA]  en µg/Kg (méthode en milieu acide) 
[OTA]   en µg/Kg 
(méthode IAC) 
1 blé 0,93   3,95 4,12 
3∗ blé 0,23 12,7 8,75 (7,7±2.0 ppb) 
108 blé 0,27       0,055 <LOQ 
109 blé <LOD    0,26 <LOQ 
111 blé <LOD <LOD <LOQ 
112 blé <LOD   0,30 0,33 
113 blé 0,26     0,074 <LOQ 
116 blé 0,13 <LOD <LOQ 
117 blé 0,16 <LOD <LOQ 
119 blé <LOD      0,087 NA 
121 blé <LOD      0,069 NA 
129 blé 0,28 <LOD <LOQ 
130 blé 0,34     0,078 <LOQ 
1146∗ blé 0,33 4,52 2,54(1,8±0,6 ppb) standard 
131 orge 13,17 34,40 48,63 
8 orge 1,06   0,46   0,49 
106 orge 93,64 44,74 31,43 
110 orge 0,52   0,47   0,67 
114 orge 0,24 <LOD <LOQ 
118 orge 0,34   0,58 NA 
120 orge 3,28   1,84    2,52 
122 orge <LOD ND  NA 
127 orge 1,82 <LOD <LOQ 
128 orge 0,59    0,141 <LOQ 
prévalence  16/22 15/22  
∗
 Échantillons standards. 
La première méthode d’extraction (figure 67A) est celle utilisée habituellement au sein de 
notre laboratoire et décrite en détail dans les articles (El Adlouni et al., 2000 ; Nguyen et al., 2007). 
Cette extraction est réalisée en milieu acide afin de permettre l’extraction simultanée de l’OTA, de la 
CIT et de l’AF, et permet aussi de défixer les mycotoxines de leur liaison aux protéines. Il s’agit d’une 
extraction par partition de phases.  
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La deuxième méthode est fondée sur l’utilisation des colonnes d’immuno-affinité (IAC) 
(OchraTest TM). Cette méthode est utilisée dans le laboratoire de Kromeriz en République Tchèque 
(figure 67B). 
Les protocoles d’extraction et d’analyse de l’OTA dans les échantillons de blé et d’orge par les deux 
méthodes sont schématisés dans la figure 67. Les échantillons ont été préalablement homogénéisés. 
(Voir chapitre matériels et méthodes, extraction de l’OTA à partir de différentes matrices 
alimentaires). 
 
Figure 67 : Etapes d’extraction de l’OTA par la méthode en milieu acide (à gauche) et par la méthode des 
colonnes d’immuno-affinité (IAC) (à droite) 
 
Les caractéristiques des deux méthodes d’extraction sont résumées dans le tableau ci-dessous 
(tableau 25). 
 
Tableau 25 : Caractéristiques des deux méthodes d’extraction 
 Méthode labo Génie Chimique 
(en milieu acide) 
Méthode  laboratoire de 
Kromeriz (colonne IAC) 
Extraction Acétonitrile-eau (9-1) acidifié 
 (pH 1,5) 
Acétonitrile-eau (60-40) 
Purification Chloroforme-Bicarbonate 5% IAC (passage ≈1g) 
Volume final d’échantillon 500µl méthanol 
 (équivalent de 25 g ) 





Rendement  en % 75,6±6,6 87±6,1 
Limite de quantification(LOQ) 0,20 µg/kg 0,25 µg/kg 
Limite de détection (LOD) 0,05 µg/kg 0,15µg/kg 
Répétabilité  7,5% 7,2% 
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 La méthode officielle utilisée à Kromeriz (en République Tchèque) semble avoir un meilleur 
rendement. Le rendement est calculé après ajout (sur-contamination) d’une quantité connue d’OTA 
sur des aliments. Avec la technique des colonnes d’immunoaffinité, la partie OTA liée n’est pas 
mesurée (voir thèse Molinié, 2004). De plus en condition alcaline, la formation de la forme ouverte 
d’OTA, OP-OTA, n’est pas reconnue par l’IAC (voir figure 68). 
 La méthode utilisée dans notre laboratoire semble avoir une meilleure sensibilité en 
comparaison à la méthode officielle (LOD=0,05µg/kg versus LOD=0,15µg/kg). Cette technique 




Figure 68 : Formes d’OTA selon le pH 
 
 
Deux échantillons seulement ne présentent aucune mycotoxine (N° 111 & 122). Seize sur 22 
contiennent de la CIT. Pour cinq d’entre eux, seule la CIT a été détectée. Pour les 11 autres, il y a en 
plus de l’OTA. Le taux de CIT varie de 93,6 µg/kg à 130 ng/kg. Quinze échantillons sur 22 
contiennent de l’OTA. Quatre ne contiennent que de l’OTA. Les échantillons fortement contaminés en 
OTA le sont aussi en CIT. Les plus fortes contaminations sont observées dans les échantillons d’orge. 
En prenant en compte toutes les valeurs d’OTA obtenues dans les deux types de céréales, la moyenne 
et la médiane du groupe sont respectivement de 5,83 et 0,3 µg/kg. Pour la CIT, la moyenne et la 
médiane sont  respectivement de 7,3 et 0,43 µg/kg (figure 69). 
 
 
Figure 69 : Répartition des taux d’OTA et CIT dans les céréales tchèques 
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Si  on exclut les deux valeurs les plus fortes en OTA (34,4 et 44,74 µg/kg) et  en CIT (13,17 et 
93,64 µg/kg), la moyenne et la médiane deviennent alors respectivement de 0,6 et 0,26 µg/kg, pour 
l’OTA et de 0,73 et 0,34 µg/kg pour la CIT (figure 70). Ces valeurs sont très inférieures aux limites 
maximales de résidus dans les céréales pour l’alimentation humaine. 
 
 
Figure 70 : Répartition des taux en OTA et CIT dans les céréales tchèques (graphe excluant les deux plus fortes 
valeurs) 
 
Dans le blé,  les valeurs moyennes et les valeurs médianes d’OTA sont de 0,61 µg/kg et 0,08 
µg/kg. Pour la CIT, la moyenne est de 0,34 et la médiane est de 0,27 µg/kg (figure71A). 
Dans les échantillons d’orge analysés, la moyenne d’OTA est de 11,8 µg/kg et la médiane est de 0,6 
µg/kg. Pour la CIT, la moyenne est de 12,7 µg/kg et la médiane est de 1,06 µg/kg (figure 71B). 
On constate que la valeur moyenne est assez différente de la valeur médiane (facteur 10 à 20 fois plus 
faible). En fait, il est plus intéressant de connaitre la valeur médiane car elle permet de mieux refléter 
la répartition des échantillons.  
Les échantillons d’orge sont plus contaminés aussi bien en OTA et CIT que les échantillons de blé. 
 
Figure 71 : Répartition des taux d’OTA et CIT dans le blé et l’orge. 
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Les échantillons 3∗ et 1146∗ sont des standards, théoriquement contaminés respectivement à 
(7,7±2 µg/kg) et à (1,8±0,6 µg/kg). Par les deux méthodes, la quantité d’OTA est supérieure aux 
valeurs théoriques. Par la technique en milieu acide, les valeurs sont jusqu’à deux fois plus 
importantes. Il est important de noter que ces deux standards contiennent aussi de la CIT qui interfère 
lors de la purification sur colonne IAC (Thèse Molinié, 2004). 
Notre méthode étant plus sensible (LOD= 0,05µg/kg), nous avons détecté de l’OTA à des taux faibles 
dans certains échantillons considérés comme non positifs avec la méthode officielle utilisant les 
colonnes d’immunoafinité (LOD=0,15µg/kg). 
En utilisant la méthode en milieu acide, nous constatons que 15 échantillons sur les 22  
analysés sont contaminés en OTA à des taux allant de 55ng/kg à 44,7µg/kg.  
Trois échantillons dépassent la valeur règlementaire d’OTA autorisée en Europe pour les céréales 
brutes (5µg/kg) (échantillons 106, 131 et 120). 
Un échantillon de blé (7%) et cinq échantillons d’orge (50%) sont contaminés en OTA à un taux 
supérieur ou égal à 0,5µg/kg (limite autorisée  pour les aliments destinés aux nourrissons et enfants en 
bas-âge ou valeur limite des aliments diététiques destinés à des fins médicales). 
Pour six échantillons, les valeurs obtenues par la méthode officielle (IAC) sont supérieures 
aux valeurs obtenues par la méthode en milieu acide. Dans les échantillons où l’OTA a été retrouvée 
en plus grande quantité par la méthode officielle (IAC), la CIT était aussi présente. L’interférence 
entre l’OTA et la CIT à l’origine d’une surestimation du taux d’OTA, a été précédemment observée 
par Molinié lors de l’analyse du blé et des céréales du petit déjeuner (thèse Molinié, 2004). La 
présence d’une plus grande quantité d’OTA après extraction en milieu acide s’explique par le fait que 
ce traitement permet de libérer une partie de l’OTA liée sur les protéines. 
Le dosage de l’OTA par les colonnes OCHRAPREP® après extraction en milieu bicarbonate, ne 
donne pas des résultats satisfaisants. L’extraction en milieu alcalin induit une sous estimation de la 
teneur réelle en OTA (thèse Molinié, 2004). Lors de l’analyse de céréales brutes (comme le maïs) et 
sur les céréales du petit déjeuner, il a été constaté que suivant les conditions d’extraction, une sous-
estimation en AF, FB et OTA était faite par non reconnaissance ou interférence avec les anticorps 
(Castegnaro et al., 2006a). La conversion d’OTA en sa forme ouverte OP-OTA et la présence 
simultanée d’OTB conduit à une sous-évaluation de la quantité d’OTA dans les échantillons. Ce 
problème avait déjà été soulevé lors de l’analyse de céréales du petit déjeuner (Molinié et al., 2005) et 
dans le café (Tozlovanu & Pfohl-Leszkowicz, 2010). 
 
Les résultats des analyses des céréales tchèques sont détaillés dans l’article : Polisenska I., Pfohl-
Leszkowicz A., Hadjeba K., Dohnal V., Jirsa O. Denesova  O., Jezkova A. and Macharackova P. 
(2010) Occurrence of Ochratoxin A and citrinin in Czech cereals-Comparison of HPLC and ELISA 
methods for Ochratoxin A detection. Food Additives and Contaminants (voir annexe 1). 
 
Nos résultats sont en adéquation avec ceux de Anne Molinié (thèse Molinié, 2004) qui avait 
analysé 144 échantillons correspondant à divers types de stockage durant deux campagnes de récolte 
de blé (2001 et 2002) en Midi-Pyrénées. Sur l’ensemble des échantillons, 60 échantillons étaient 
positifs en OTA dont 6 dépassaient la norme de 5 µg/kg d’OTA (soit 4,1% du total), avec une teneur 
maximale de 11µg/kg retrouvée dans un échantillon de blé stocké à la ferme. La majorité des 
échantillons contaminés (n=46) étaient à des taux inférieurs à 3 µg/kg (thèse Molinié, 2004). 
Nos résultats sont faibles comparés aux teneurs trouvées par Golinski et al., 1991, dans des 
blés de Pologne où la gamme de contamination allait de 5 à 2400 µg/kg. Ceci s’explique sans doute 
par le fait que les analyses remontent à une vingtaine d’années, période à laquelle on ne se préoccupait 
pas beaucoup des mycotoxines. En Allemagne et au Danemark, les niveaux de contamination du blé 
varient respectivement de 0,1 à 4,2 µg/kg et de 0,8 à 37 µg/kg (Van Egmond et al., 1994). D’autres 
auteurs (Zaied et al., 2008 ; Juan et al., 2008) ont observé des taux d’OTA dans les céréales supérieurs 
à 5µg/kg. Plus récemment (en 2004 et 2005) les taux et les pourcentages de contamination en OTA 
dans différents types de céréales tunisiennes : 110 échantillons de blé, 103 échantillons  d'orge, 113 
échantillons de sorgho et 96 échantillons de riz, ont été évalués. Les incidences étaient respectivement 
de 38%, 40%, 38% et 28%. Les moyennes de contamination en OTA étaient respectivement de 55, 96, 
44 et 117 µg/kg pour le blé, l'orge, le riz et le sorgho. Ces valeurs sont nettement supérieures à la 
norme dans les céréales de 5 µg d'OTA /kg (Zaied et al., 2008). 
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Soixante et un échantillons de pain provenant de la zone centrale du Portugal ont été analysés 
pour leur teneur en OTA. 12,9% des échantillons de blé et 70% des échantillons de maïs contenaient 
de l’OTA. Les plus hauts niveaux d'OTA ont été mesurés dans le pain au maïs. Certains dépassaient la 
limite maximale européenne (5µg/kg) établie pour l'OTA dans les produits céréaliers (Juan et al., 
2008). Vrabcheva et al., (2000), en Bulgarie au cours d’une étude dans des zones associées à la 
Néphropathie Endémique des Balkans, trouvaient 5 à 14 % d’échantillons positifs en CIT à des taux 
allant de moins de 5 µg/kg à 420 µg/kg.  
 
 Nous avons retrouvé quasiment dans tous les échantillons, simultanément de l’OTA et de la 
CIT. L’association de ces mycotoxines n’est pas étonnante car la flore de stockage dans les régions 
tempérées peut contenir aussi bien des espèces coproductrices de ces toxines comme P. verrucosum 
(Scudamore & Hetmanski, 1995) ou P. cyclopium (Multon, 1982), que des espèces produisant l’une ou 
l’autre de ces toxines (A. flavus, P. Citrinum).  
 
Dans la majorité des échantillons analysés, les quantités en OTA sont supérieures à celle en 
CIT. L’inverse a été observé par Vrabcheva et al. en 2000, avec des taux de CIT nettement supérieurs 
à ceux de l’OTA. Il a été observé par Molinié (2004) que la répartition des contaminants varie d’une 
année sur l’autre. En effet, en 2001 le contaminant prépondérant était l’OTA, alors que l’année 
suivante ce sont la CIT seule ou associée à l’OTA qui prédominent (thèse Molinié, 2004). 
Scudamore et al., (1997) ont montré que 15 échantillons de blés, sur 50 destinés à l’alimentation 
animale, étaient contaminés en CIT à des taux allant de 1 à 19 µg/kg. 
Les mycotoxines ne sont pas détruites lors des procédés de transformation. C’est pourquoi on 
peut les retrouver dans les produits finis comme les céréales du petit-déjeuner. Des échantillons de 
céréales pour petit déjeuner (156) du  marché canadien ont été analysés sur une période de 3 ans, pour 
la présence de DON, nivalénol, toxine HT-2, ZEA, OTA et les FB1 et FB2. Les échantillons 
comprenaient du maïs, de l’avoine, du blé et du riz, ainsi que des céréales à grains mélangés. Ces 
produits sont principalement transformés par des industriels nord-américains. Globalement, le DON a 
été le plus fréquemment détecté (40% des échantillons analysés). Les FB et l'OTA ont chacune été 
détectée dans 30% des échantillons. La ZEA a été détectée dans 20% des échantillons. Le nivalénol et 
l’HT-2 toxine ont chacun été détecté dans un seul échantillon (Roscoe, 2008). 
 
Contrairement à l’étude canadienne, lors des deux études (en 2002 et 2007) sur les céréales 
pour petit déjeuner du marché français plusieurs mycotoxines ont été détectées, parfois à des taux 
dépassant les limites autorisées. Ces échantillons étaient contaminés par OTA, CIT et FB 
simultanément. Il a été constaté que les taux d’OTA et de CIT ont fortement baissé de 2002 à 2007 (et 
sont voisins de la limite de détection), alors que les taux de FB ont significativement augmenté. 
L’explication de cette baisse est certainement le résultat de la mise en place de la législation (Molinié 
2004 ; Tozlovanu 2008). En 2007, la législation pour la FB1 n’était pas encore en vigueur ce qui 
explique très certainement la non-amélioration en FB par rapport à la première étude. 
Les céréales du petit-déjeuner du marché d'Athènes ont été analysées par Villa et Markaki (2009). Les 
résultats ont révélé la présence d'AFB1 dans 56,3% des échantillons (moyenne d’AFB1 =1,42ng/g). 
Sept échantillons (médiane d’AFB1 =3,5 ng/g) étaient contaminés à des taux supérieurs à la limite 
autorisée en Europe. L’OTA a été détectée dans 60% des échantillons (moyenne d’OTA = 0,18 ng/g). 
Dix-neuf échantillons contenaient les deux mycotoxines.  
Quarante-six échantillons de céréales du petit-déjeuner du marché espagnol ont été analysés. Neuf   
pourcent des échantillons étaient contaminés par l'AFB1 mais aucun échantillon ne dépassait la limite 
de quantification (0,2 µg/kg). La ZEA et l’OTA contaminaient respectivement 48 et 39% des 
échantillons avec des valeurs moyennes respectives de 25,4 et 0,37 µg/kg . La co-occurrence de l'OTA 
et de la ZEA a été observée dans 28% des échantillons. L’AFB1 n'est présente que dans l’échantillon à 
base de maïs, tandis que la ZEA contaminait fortement le blé, et l’OTA contaminait le blé et le riz 
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1.1.2 Le riz  
 
Nous avons été amenés à analyser du riz provenant d’un industriel. Le riz était destiné à 
l’alimentation des enfants (crèche), mais également au milieu hospitalier et à une maison de retraite. 
Les teneurs des différentes toxines analysées sont résumés dans le tableau 26. Tous les résultats sont 
des résultats bruts sans rectification en fonction du rendement d’extraction. Ceci sous entend que les 
valeurs sont sous estimées 
 
Tableau 26 : Taux des mycotoxines dans le riz 
 Mycotoxines du champ produite par Fusarium 
  
Mycotoxines de stockage produite par 













Riz  1 ND 15,4 ND 515 29,9 ND 
Riz 2 ND 6,5 ND ND ND ND 
Riz 3 ND ND ND 9 50,4 ND 
ND : non détectable 
 
La contamination en FB1 (6,5 et 15,4µg/kg) s'est avérée la plus importante, suivie de celle en 
OTA (9ng/kg et 515ng/kg) alors que la contamination en CIT est moins importante (29,9ng/kg et 
50,4ng/kg). Le riz analysé n’est pas contaminé en AFB, ni en ZEA ni en DON. Ceci peut être dû soit à 
la non présence de ces toxines dans le riz brut, soit au fait que l’étuvage du riz les a dégradées. 
En ce qui concerne la CIT et l’OTA, ces résultats sont comparables à ceux retrouvés dans une 
étude antérieure sur le riz d’origine vietnamienne. Par contre, le riz vietnamien contenait de l’AFB1, ce 
qui n’est pas le cas dans nos échantillons. Certains échantillons vietnamiens dépassaient la limite 
autorisée en Europe pour l’OTA (3µg/kg) et/ou pour l’AFB1 (4µg/kg) (Nguyen et al., 2007). 
Fréquemment, on retrouve dans le riz des co-contaminations de l’AFB avec l’OTA et la CIT. De 
nombreuses céréales dans les pays comme le Maroc (Zinedine et al., 2006a) ou la Turquie (Herpekan 
et al., 2006) sont aussi fréquemment contaminées simultanément par plusieurs mycotoxines. 
 
Le taux d’OTA dans le riz est certes inférieur à la législation pour la consommation d’un 
Homme adulte en bonne santé (limite réglementaire : 3 µg/kg). Par contre ce riz n’est pas conforme 
pour une alimentation de nourrissons et d’enfant en bas âge (< 3 ans). La législation en ochratoxine 
pour cette catégorie d’individus est de 0,5µg/kg. Un échantillon dépasse cette limite (0,515 µg/kg).  
De plus d’autres formes d’ochratoxines ont été observées mais n’ont pas été quantifiées. Un autre 
point important est la présence simultanée de CIT, qui est connue pour amplifier les effets 
néphrotoxiques et cancérogènes de l’OTA (voir articles Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007 ; 
Pfohl-Leszkowicz et al., 2007, 2008 ; Pfohl-Leszkowicz, 2009). 
 
En ce qui concerne la FB1, elle a été retrouvée dans deux échantillons sur les trois analysés, 
mais il est difficile de se référer à des valeurs réglementaires car la législation ne fixe aucune limite de 
contamination pour la FB1 dans le riz. Il est mentionné sur le règlement (CE) No 1881/2006 de la 
commission du 19 décembre 2006 portant fixation de teneurs maximales pour certains contaminants 
dans les denrées alimentaires (Texte présentant de l'intérêt pour l'EEE) (JOL364 du 20.12.2006, p.5) : 
« Compte tenu des faibles niveaux de contamination par les toxines du Fusarium constatés sur le riz, 
aucune teneur maximale n'est proposée pour le riz ou les produits à base de riz ». A l’heure actuelle, le 
taux de fumonisines n’est réglementé que dans les produits à base de maïs, bien qu’elle soit retrouvée 
assez fréquemment dans d’autres céréales (blé, avoine). Elle a en effet été retrouvée dans les céréales 
de petit-déjeuner malgré l’absence de maïs dans leur formulation. Dans certains échantillons de 
céréales du petit-déjeuner positifs à la présence de la FB1, le riz était la seule céréale présente (Pfohl-
Leszkowicz et al., 2004; Molinié et al.,2005 ; Tozlovanu, 2008). 
 En se référant à la législation sur le maïs, le taux en FB est certes inférieur à la législation pour 
la consommation d’un Homme adulte en bonne santé (limite réglementaire : 800 µg/kg dans les 
céréales du petit déjeuner) et pour une alimentation de nourrissons et d’enfant en bas âge (< 3 ans), 
dont la limite est 200 µg/kg. Néanmoins le taux retrouvé de la seule FB1 correspond à 10% de la limite 
imposée pour une alimentation de nourrissons et d’enfant en bas âge (< 3 ans). Sur la base du potentiel 
Résultats et discussions. Chapitre I. Evaluation de la multi-contamination en mycotoxines dans l’alimentation 
humaine et animale 
 164 
cancérogène des fumonisines, le centre international de la recherche pour le cancer (IARC, Lyon) a 
calculé en 2002 une dose journalière tolérable de 300ng/kg poids corporel/ jour. Autrement dit un 
enfant pesant 10 kg ne devrait pas en ingérer plus de 3µg. Cette valeur serait donc dépassée pour une 
consommation de 200g de ce riz. 
Il est important de rappeler que ce riz contient aussi de l’OTA ainsi que de la CIT. La présence 
simultanée de FB et d’OTA pose le problème du risque d’amplification des effets (Speijers et al., 
2004 ; Domijan et al., 2006, Peraica et al., 2008 ; Pfohl-Leszkowicz, 2009 ; chapitre 2).  
 Vu la destination de ce riz : hôpitaux, maison de retraite, crèche (soit des populations 
« sensibles » de part leur état physiologique), ce riz est à notre sens impropre à la consommation par 
ces individus car il contient de l’OTA associée à deux autres toxines FB et CIT, ayant le même organe 
cible (rein) et agissant en synergie comme nous le verrons dans le chapitre suivant.  
 
1.2 Le café 
 
Le café après récolte lors du séchage est facilement envahi par des moisissures du type 
Aspergillus, notamment A.Ochraceus ; A.carbonarius et A.niger produisant l’OTA ; A.flavus et 
A.parasiticus pouvant produire des AF. Ces deux mycotoxines sont particulièrement dangereuses 
puisqu’elles sont responsables respectivement de cancers des voies urinaires et de cancer du foie. Elles 
ne sont que peu altérées par le procédé de torréfaction.  
Une étude précédente réalisée en 2004 avait montré que les gros consommateurs de café 
pouvaient ingérer une quantité d’OTA équivalente à 60-80% de la dose journalière tolérable. 
Le but  de cette étude (à la demande de l’INC : institut national de consommation en 2010) était 
d’analyser l’OTA et l’AFB dans le café « boisson ». C’est-à-dire dans la tasse de café. Ceci signifie 
que le taux d’OTA mentionné par kg de café est ‘sous estimé’ par rapport à une analyse du café en 
grain, mais est plus le reflet de la réalité en ce qui concerne le consommateur, puisqu’aucune 
extrapolation concernant le passage café boisson n’est à faire. 
Trente échantillons de café (6 cafés en dosettes ; 24 cafés moulus) ont servi à l’élaboration du 
café suivant deux techniques différentes (figure 72): café filtre ou café sous pression pour les 
échantillons moulus. Pour les six échantillons ‘dosette’ l’analyse n’a été réalisée que sur les tasses 
obtenues avec la machine correspondante (Nespresso ou Senseo). 
 
 
Figure 72 : Les systèmes de préparation du café : A-électrique ; B-expresso ;C-nespresso ;D- senseo 
 
 
1.2.1 Préparation du café à partir des dosettes 
 
La préparation du café se fait à l’aide de  machine à café Nespresso et Senseo. 
Les capsules de « Nespresso » contiennent 5g, nous avons préparé 4 tasses de café (Par ex. : 5g*4 = 
20g pour un volume total de 125ml, pour l’échantillon 1 et 2)  
Les capsules « Senseo »  contiennent 7g, nous avons préparé 2 tasses de café (volume du café 
« boisson » non réglable, Par ex. : 7g*2 =14g pour 204ml, échantillon  3-6) 
Le  volume de café passé sur les colonnes d’immuno-affinité est de 30ml qui ont été dilués par 
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1.2.2 Préparation du  café moulu 
1.2.2.1 Préparation du café avec la cafétière électrique à filtre  
 
Le café est réalisé à partir de 25g de café et 150ml d’eau. Le volume de boisson à la sortie de 
la cafetière est mesuré avec précision. 
Le volume de café passé sur les colonnes d’immuno-affinité est de 20ml, dilués  dans du PBS (tampon 
phosphate) jusqu’à 100ml (volume total). 
 
1.2.2.2  Préparation du café avec la cafetière à pression 
 
Dix grammes (10 g) de café sont placés dans la dosette, 70ml d’eau sont introduites dans le 
réservoir d’eau. Le volume de boisson à la sortie est mesuré.  
Le volume de café passé sur les colonnes d’immuno-affinité est de 25ml, dilué par du PBS jusqu’à 
100ml volume total. 
 
1.2.3 Quantité des aflatoxines et de l’ochratoxine A 
1.2.3.1 Dosage des aflatoxines 
 
Aucun échantillon ne contient d’aflatoxine. Bien que l’aflatoxine puisse être détectée dans les 
grains de café, à priori l’AF ne passe pas en quantité mesurable dans le café « boisson ». Soit l’AF  est 
détruite par la torréfaction, soit elle dégradée par l’eau chaude. Quelque soit le mode de fabrication du 
café, l’AF ne passe pas dans la boisson. 
 
1.2.3.2 Dosage de l’ochratoxine A 
 
Les tableaux ci-dessous (27 et 28) donnent l’ensemble des résultats exprimés d’une part par 
litre de café suivant le mode de préparation, d’autre part par kg de café.  
La fabrication du café par mode pression (machine « expresso » ou machine dosette) conduit à 
une "extraction’ plus importante du taux d’OTA. 
Le taux d’OTA varie de non détectable à 1,96 µg/kg de café. Cette valeur maximale est sous estimée 
pour deux raisons : 1) les résultats ne sont pas corrigés en fonction du rendement d’analyse (70%) ; 2) 
les résultats ne prennent pas en compte le taux de passage (qui n’a pas été calculé pour chaque café, et 
qui de plus varie d’un café à l’autre). En effet, lors de l’étude faite précédemment, nous avons observé 
un passage variant de 0 à 133%. Les quantités sont donc très largement sous-estimées par rapport à 
une analyse directe sur la poudre de café. Néanmoins dans le cadre du consommateur ceci permet de 
calculer la valeur exacte de l’ingéré par tasse. 
Dans l’ensemble, le taux d’OTA est inférieur à 5 µg/kg, valeur règlementaire fixée par la 
législation européenne en 2006 pour le grain de café torréfié et torréfié moulu (figure 73). 
Néanmoins, deux cafés présentent une quantité inquiétante d’OTA : l’échantillon 3 (marque U Volluto 
bio) et l’échantillon 4 (Marque U  pur arabica). 
 
 
Figure 73 : Appréciation de la contamination en OTA dans le café. 
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Tableau 27 : Résultats des café dosettes. 




µg/kg café Classement 
1 Nespresso Arpeggio 1,007 50ng 0,21 24 
2 Nespresso Volluto 0,560 28ng 0,12 21 
3 Marque U Volluto Bio Max Havelaar 
Amerique Sud 
4 ,043 200 ng 1,96 30 
4 Marque U pur arabica 2,384 119 ng 1,18 29 
5 Leader Price Equitable max Havelaar Perou LOQ 3 LOQ 10 
6 Leader Price pur Colombie <LOQ trace <LOQ 3 
 
Tableau 28 : Résultats du Café moulu. 
Echantillon Dénomination Café filtre Café pression Classement 













7 Carte noire 0,051 2,6 0,012 0,04 1,5 0,008 9 
8 L’or intense ND ND ND 0,274 13 0,054 14 
9 Malongo commerce 
équitable/Max Havelaar, 
Petits producteurs 
0,972 48 0,214 0,93 40 0,195 23 
10 Malongo 0,074 3,8 0,015 0,077 3 0,015 11 
11 Marque repère entraide 
comm. équit. Max 
Havelaar, Ethiopie 
0,357 18 0,07 1,328 66 0,29 27 
12 Marque repère 
Plantation Ethiopie 
0,628 31 0,137 1,125 56 0,256 26 
13 Carrefour agir solidaire 
Max Havelaar, 
Amérique latine 
ND ND ND 0,506 20 0,1 16 
14 Carrefour origine Perou 0,296 15 0,065 1,397 56 0,29 28 
15 Grand-mère 0,096 4,8 0,02 0,380 15 0,07 18 
16 Jacques Vabre recolte 
bio 
ND ND ND 0,491 20 0,1 16 
17 Jacques Vabre Regal 0,150 7,4 0,03 0,386 15 0,08 18 
18 Lavazza II latino 0,115 5,8 0,024 0,540 21 0,11 20 
19 San Marco ND ND ND 0,121 4,8 0,02 12 
20 Monoprix Ethiopie Max 
Havelaar gourmet 
ND ND ND ND ND ND 1 
21 Monoprix doux 0,017 0,8 0,003 ND ND ND 3 
22 Alter eco comm 
équitable bio Max 
Havelaar Amérique du 
Sud 
LOQ Trace LOQ ND ND ND 3 
23 Marque U équitable bio 
(Max Havelaar) 
Amérique du Sud 
0,143 7 0,028 0,05 1,9 0,01 13 
24 Marque U pur arabica 0,634 31 0,13 0,566 23 0,11 22 
25 Auchan mieux vivre 
équitable. Max Havelaar 
LOQ Trace LOQ LOQ Trace LOQ 7 
26 Auchan Brésil 1,025 31 0,211 0,258 10 0,05 24 
27 Dia café certifié 
responsable Pérou 
LOQ Trace LOQ ND ND ND 3 
28 Dia bio Mexique/Pérou ND ND ND ND ND ND 1 
29 Intermarché Plantation 
trop. Bio Max Havelaar 
0,075 3,8 0,014 ND ND ND 7 
30 Intermarché Planteur 
tropique 
0,241 12 0,046 0,15 7 0,03 15 
ND= non détectable ; LOD =0,03µg/kg ; LOQ =0,07 µg/kg 
 
Pour le café le plus contaminé, une tasse de 50 ml (quantité moyenne d’un expresso) apporte 
13 ng soit 0,2 ng/kg pc. Comme la DJT de l’OTA pour préserver de l’effet cancérogène est de 5 ng/kg 
pc, la dose de 13 ng pour un individu de 60kg correspond à 4% de la DJT. Ceci signifie que pour un 
gros consommateur de café (500ml-1L), l’apport journalier peut correspondre à 50% à 80% de la dose 
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virtuellement sûre et correspond à 12% de la préconisation du JECFA qui est de 17 ng/kg pc sur la 
base de la néphrotoxicité. 
Il est intéressant de noter que les valeurs retrouvées sont voisines de celles obtenues lors de la 
première étude réalisée en 2004. Il y a une légère amélioration puisqu’aucun café ne dépasse 5µg/kg. 
L’analyse du taux d’OTA dans les cafés pourrait être réalisée en s’affranchissant de la 
technique d’extraction en réalisant l’analyse sur le café « boisson ». Le premier avantage est de limiter 
l’utilisation des solvants. Le deuxième est que les quantités  mesurées sont celles réellement ingérées. 
Le troisième avantage est que l’extraction du café étant réalisé à pH neutre, il n’y a pas de formation 
de la forme ouverte de l’OTA (OP-OA) qui n’est pas reconnue par les anticorps des colonnes 
d’immuno-affinité. L’analyse sur la boisson ne fait pas intervenir d’alcalinisation puisque le filtrat est 
utilisé comme ‘extrait’ directement passé sur colonne d’immuno-affinité. Ceci reflète donc exactement 
ce qui se trouve dans la tasse du consommateur. 
Lors de l’étude de 2004 réalisée sur le café boisson et le café torréfié dans notre laboratoire 
(30 échantillons achetés dans les supermarchés français) tous les échantillons contenaient de l’OTA de 
l’état de trace (<LOQ) à 11,9µg/kg (Tozlovanu & Pfohl-Leszkowicz, 2010). Il a été observé pour 
certains échantillons plus d’OTA dans le café ‘boisson’ que dans le café torréfié. Ceci n’est pas 
étonnant. Le masquage de l’OTA dans le café torréfié est connu, il a fait l’objet d’études (voir thèse 
Suarez-Quiroz) et est décrit dans la littérature par plusieurs auteurs (Leoni et al., 2000 ;  Micco et al., 
1989 ; Stegen et al., 1997 ; Studer-Rohr et al., 1995 ; Tsubouchi et al., 1987 ; Suarez-Quiroz, 2004). 
L’intensité du masquage dépend entre autres du degré de torréfaction et de la chaleur qui conduit à 
l’isomérisation  de l’OTA, non reconnue par les anticorps (Suarez-Quiroz, 2004 ; Studer-Rohr et al., 
1994, Stegen et al., 2001).  
Noba et al. (2009) ont étudié la présence d’OTA dans 30 échantillons de café prêt-à boire 
commercialisé au Japon. L’OTA a été détectée dans tous les échantillons de l’état de trace 0,0020-
0,010 ng/ml jusqu’à 0,037 ng/ml. 
Nos résultats sont en accord avec ceux de Batista et al. (2003). Sur les 40 échantillons analysés, 58% 
sont infectés par des champignons potentiellement ochratoxinogénique mais seulement 22% d'entre 
eux étaient contaminés par l'OTA à des taux variant de 0,47 à 4,82 µg/kg, avec un niveau de 
contamination moyenne de 2,45 µg/kg. Les fèves de café brésilien ont été évaluées pour la présence 
d’espèces d'Aspergillus et Penicillium avant et après la stérilisation de surface. 96% des échantillons 
contenaient  des Aspergillii et 42% des Penicillia. Après désinfection à l'hypochlorite de sodium à 1%, 
le taux baisse à 47% d’échantillons contenant des Aspergillii et 24% des Penicillia. 75% des isolats 
ont produit de l'ochratoxine A. Un tiers des 18 isolats d’Aspergillus flavus ont produit l'aflatoxine B1 et 
B2 (Batista et al., 2003).  
La présence d'ochratoxine A a été étudiée dans 289 échantillons de café différents au Brésil (Coffea 
arabica L). Une quantité plus élevée de champignons filamenteux a été observée dans le café récupéré  
sur le sol. Les espèces de champignons appartenant au genre Aspergillus section Circumdati section 
Nigri ont été trouvées dans les échantillons de graines de café et les fèves à toutes les étapes de récolte 
et de transformation. Les espèces A. ochraceus, A. sclerotiorum et  A. sulphureus sont productrices 
d’OTA, elles ont été retrouvées dans les graines de café et les fèves de café. Dans 128 échantillons 
(44%), l’OTA n'a pas été détectée, mais dans 89 échantillons (31%), elle a été détectée à des taux 
allant de 0,1 à 5µg/kg. Dans 25% des échantillons, la contamination en OTA dépassait 5µg/kg (Batista 
et al., 2009). En Inde, des concentrations élevées en OTA ont été retrouvées dans 74% des 80 
échantillons de café (vert) destinés à l’exportation. Des concentrations de 0,2 à 13,5 µg/kg ont été 
enregistrées avec un taux moyen faible de 2,17± 2,45 µg/kg (Gopinandhan et al., 2008). En Thaïlande, 
l’OTA a été retrouvée dans le café à des concentrations importantes. Trente deux échantillons de fèves 
séchées de café (Coffea arabica) à partir de deux sites de culture de « Province de Chang Mai », et 32 
échantillons graines de café secs thaïlandais (Coffea canephora var. Robusta) à partir de deux sites de 
culture de la province de « Chumphon », ont été évalués pour la présence des champignons 
producteurs d'OTA. Le pourcentage global de la contamination fongique dans le café était de 98%.  
Après la désinfection des surfaces, il n’était plus que de 60%. Il y avait des différences écologiques 
remarquables dans la composition des espèces ochratoxigéniques présentes dans ces deux régions. Sur 
les 64 échantillons de grains de café analysés, 98% étaient contaminés par l'OTA à des taux allant de 
0,6 à 5,5µg/kg pour l’Arabica et de 1 à 27 µg/kg pour le robusta (Noonim et al., 2008). 
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1.3 Le jambon  
 
Il est habituel de chercher les mycotoxines dans les céréales. Néanmoins, des études ont 
montré que les champignons peuvent se développer sur les produits de charcuterie. Il a été constaté 
dans différents pays que certaines mycotoxines pourraient être produites et accumulées sur les viandes 
salées sèches (Dereje, 2010). 
Notre étude concerne un échantillon de jambon fumé et un autre échantillon du même 
fabricant et du même lot lavé et gratté avant conditionnement sous vide en vue de la vente. La 
commercialisation de ces échantillons avait été bloquée par les services vétérinaires à cause de la 
présence de nombreuses moisissures sur le jambon. Pour cette raison, afin de pouvoir continuer sa 
production, l’industriel nous a demandé d’analyser la présence de mycotoxines. Selon l’industriel la 
présence des moisissures est assez régulière. Elles sont systématiquement éliminées par un simple 
lavage ou brossage avant la mis en vente des produits finis. 
L’échantillon de jambon fumé présentait à sa surface différents champignons. Dans un 
premier temps, des prélèvements de surface à différents endroits ont été effectués. Les examens 
microscopiques ont permis de valider que les champignons colonisateurs sont des Aspergillii (figure 




Figure 74 : Photos de champignons prélevés sur le jambon 
 
Des prélèvements à différents endroits (figure 75) de la surface (10) et en profondeur (4) ont 
été effectués pour l’analyse des mycotoxines sur le jambon fumé. Sur le jambon conditionné sous vide 
deux prélèvements ont été réalisés, un en surface et un en profondeur.  
 
 
Figure 75 : Photo des différents endroits de prélèvement pour la recherche des mycotoxines 
 
Les extractions des mycotoxines OTA, CIT et AFB1 ont été réalisées selon la méthode 
d’extraction des mycotoxines à partir des organes (chapitre matériels et méthodes). Les résultats sont 
exprimés dans la figure 76 en µg de toxine par kg d’organe. Tous les résultats sont des résultats bruts 
sans rectification en fonction du rendement d’extraction. Ceci sous entend que les valeurs sont sous 
estimées. 
Pour l’échantillon de jambon fumé, la moyenne des résultats obtenus de dosage sur la surface 
est de 355,9µg/kg pour l’OTA et de 69,5 µg/kg pour la CIT. Ces mycotoxines ont été retrouvées en 
profondeur à des taux de 44,7 µg/kg et de 13,1 µg/kg respectivement pour l’OTA et la CIT. L’AFB1 
n’a pas été retrouvée dans cet échantillon. 
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Le jambon conditionné sous vide ne présentait pas de champignons sur sa surface, néanmoins 
il est contaminé en OTA à raison de 478,2 µg/kg en surface et de 71,2 µg/kg en profondeur. La CIT 




Figure 76 : Répartition des taux d’OTA et de CIT dans le jambon 
 
Ces résultats montrent que les mycotoxines ne se retrouvent pas qu’à l’extérieur, puisque le 
brossage et le lavage ne sont de loin pas suffisants pour éliminer les contaminations. 
Les concentrations d’OTA retrouvées dans les deux échantillons de jambon sont très importantes mais 
il n’est pas possible de se référer à la législation puisqu’aucune limite en mycotoxines n’est 
réglementée dans les produits d’origine animale. Néanmoins, si on se réfère à la législation pour un 
produit fini à base de céréales (3µg/kg), les taux d’OTA retrouvés sont de 10 à plus de 100 fois plus 
élevés. La consommation d’une ou deux tranches de ce jambon conduirait largement au dépassement 
de la DJA. La quantité d’OTA présente est de 478,2 µg/kg d’aliment, ce qui vaut à 47,82µg dans une 
tranche de 100g. La dose ingérée est donc 160 fois plus élevée que la DJT, si on considère un homme 
de 60kg. 
L’échantillon de jambon conditionné sous vide d’apparence normale, contenait de l’AFB1 à  
un taux de 0,41µg/kg ce qui correspond à quatre fois la valeur réglementaire fixée pour les 
préparations à base de céréales destinées aux nourrissons et enfants en bas-âge (0,1µg/kg). Un 
individu de 60kg ingérant une tranche de 100g ingère donc l’équivalent de 0,7ng/kg pc/j. Cette 
quantité est plus faible que la DJT qui est de 1 ng/kg pc/j mais néanmoins inquiétante puisque la 
consommation d’un tel aliment peut être bien supérieure à 100g.  
De plus, les deux mycotoxines OTA et AFB1 agissent en synergie ce qui réduit la marge de 
sécurité (Huff &Doerr,  1981; Wangikar et al., 2005 ; Sakhare et al., 2007). Des études réalisées chez 
l’animal pointent ce phénomène, ainsi, Verma et al. (2007) ont montré que l’ingestion simultanée 
d'OTA (1, 2 ou 4 mg/kg) et d’AFB1 (0,5 ; 1 ou 2 mg/kg) par des poules pondeuses amplifie l’effet 
néfaste de chaque toxique prise indépendamment. Les deux toxines AFB1 et OTA affectent l'utilisation 
de l'énergie et des protéines chez les poulets de chair, et cet effet est exacerbé lorsque les deux toxines 
sont ingérées simultanément (Verma et al., 2002). L’AFB1 et l'OTA provoquent une baisse de la 
viabilité cellulaire de façon dose-dépendante et augmentent la fragmentation de l’ADN. L’effet 
combiné de l’OTA et l’AFB1 induit une toxicité plus importante que celle observée pour chaque 
mycotoxine seule. La fragmentation de l’ADN augmente avec les deux toxines simultanément (EL 
Golli-Bennour et al., 2010). 
Des porcs (20) ont reçu des aliments contaminés à raison de 0,68 mg d'OTA/ kg d’aliment/jour  
pendant 40 jours. Après l'abattage, les cuisses et la viande hachée provenant des groupes contrôle et 
traités ont été transformées, respectivement en jambons secs et salami. Après la maturation, l’OTA a 
été analysée dans ces échantillons. La quantité d’OTA dans le muscle était généralement faible. Par 
contre, une quantité importante a été retrouvée dans les jambons secs due à la croissance de 
champignons toxinogènes sur leur surface pendant la maturation (Dall’Asta et al., 2010). Une enquête 
réalisée sur différents types de jambon cru du marché italien a été réalisée. La présence d'OTA a été 
observée sur la surface dans 84 des 110 échantillons analysés avec une valeur médiane de 0,53µg/kg. 
Dans la partie interne de 32 des 110 échantillons, de l’OTA a été retrouvée à une valeur médiane 
inférieure à 0,1 µg/kg (Dall’Asta et al., 2010). 
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D’autres travaux d’Iacumin en 2009 ont mis en évidence la production d’OTA par 757 
souches de champignons isolées de saucisson sec. Les espèces du genre Penicillium (Penicillium 
nalgiovense, Penicillium oxalicum, Eurotium amstelodami, Penicillium olsonii, Penicillium 
chrysogenum, Penicillium verrucosum, Penicillium viridicatum et Eupenicillium crustaceum) étaient 
fréquemment  retrouvées. Aspergillus ochraceus a aussi été retrouvé dans un lot. 45% des échantillons 
contenaient de l’OTA à des taux allant de 3µg/kg à 18µg/kg. Le brossage et le lavage du saucisson a 
permis de réduire le taux d’OTA. Il a été conclu que la présence d’OTA n'est pas indicative d'un risque 
pour la santé lors de la consommation du saucisson puisque l’OTA n'a pas été détectée à l'intérieur de 
la viande séchée.  
Penicillium nordicum est un contaminant connu des aliments riches en protéines et est 
principalement trouvé sur des produits carnés salés à sec. Il est un fort producteur d’OTA. Sonjak et 
son équipe (2011) ont réalisé une étude dans une usine de transformation de la viande. Étonnamment, 
P.nordicum a été isolée à partir du sel utilisé pour le salage des viandes dans la première étape de 
production. Douze des colonies isolées sur milieu solide à partir de 50g de sel dissous dans l'eau stérile 
et filtré à partir des paquets scellés ont été identifiés comme P. nordicum. Un nombre incalculable de 
colonies a été retrouvé dans un échantillon de sel provenant d'un récipient ouvert dans la zone de 
transformation de la viande. Dans l’échantillon de sel contrôle provenant d’un autre producteur, P. 
nordicum n'a pas été isolé. Une analyse d'air dans la zone de production et dans la chambre de séchage 
a mis en évidence la présence respectivement de un et de quatre isolats de P. nordicum. La 
contamination des produits de viande salée à sec par Penicillium nordicum représente un risque 
potentiel pour la santé des consommateurs et des travailleurs dans les usines de transformation de la 
viande où le sel de mer est utilisé pour le salage. Le sel doit être pris en compte comme une cause 
potentielle de contamination par l’OTA (Sonjak et al., 2011 ; Schmidt-Heydt et al.,2011). 
 
1.4 Le lait de vaches et leurs rations 
 
Les mycotoxines sont en général associées aux produits d’origine végétale (céréales, 
arachides, raisin,…) dans lesquels elles se développent. La contamination des produits animaux est 
une contamination secondaire du au transfert dans les organes ou le lait.  Seule la teneur en AFM1 est 
réglementée dans le lait. Elle a été retrouvée dans des échantillons de lait maternel (Mahdavi et al., 
2010) et dans des échantillons de poudre de lait maternisé pour nourrissons (El-Tras et al., 2011). Le 
but des deux études suivantes est d’évaluer le transfert éventuel dans le lait des mycotoxines (OTA, 
ZEA, et DON). 
 
1.4.1 Suivi du transfert des mycotoxines dans le lait lors d’une exposition d’une semaine  
 
Six échantillons de lait correspondant à six vaches différentes et les cinq rations alimentaires 
correspondantes ont été prélevés successivement pendant cinq jours et analysés pour leur teneur en 
mycotoxines. 
La ration est constituée d’ensilage de maïs, de blé tendre, de tourteau de soja et des minéraux. Les 
traites de la même vache, matin et soir ont été mélangées et constituent un échantillon. Le prélèvement 
de lait a été réalisé au 3ème jour par rapport aux prélèvements des rations. 
 
1.4.1.1 Dans les rations 
 
Les toxines de champs ZEA, FB, DON et les toxines de stockage OTA, CIT, AFB1 ont été 
recherchées dans les aliments (rations) de vaches. Les rations ont été broyées pour les analyses.  Pour 
l’OTA, la CIT et l’AB1 l’extraction a été réalisée sur 50g de ration, par partition en phase liquide-
liquide selon la technique décrite par Molinié et al. (2005). Pour la zéaralénone (ZEA), et la 
fumonisine B1 (FB1),  l’extraction est réalisée sur 25g et 20g de ration, respectivement, l’extrait est 
purifié sur colonne d’immuno-affinité (IAC Libios). L’analyse du DON a été réalisée sur des kits 
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1.4.1.2 Dans le lait 
 
Le passage et par conséquent la présence d’OTA, de ZEA et de DON dans le lait de vache ont 
été testés. Les échantillons de lait ont été préalablement dégraissés par chauffage à 35-37°C, 
centrifugés pendant 15min puis filtrés sur papier whatman n°4. L’extraction de l’OTA dans le lait a été 
réalisée par partition en phase liquide-liquide selon la méthode d’extraction des surnageants cellulaires 
comme décrit dans le chapitre matériels et méthodes. L’OTA a été analysée en mode gradient afin de 
séparer les éventuels métabolites de l’OTA, comme décrit par Faucet-Marquis et al. (2006).   
La ZEA a été extraite et purifiée par passage de 30 ml de lait dégraissé sur colonnes 
d’immnuo-affinite (Libios, France).  
 Les résultats de l’analyse des mycotoxines dans les rations sont résumés dans le tableau 29. 
Tous les résultats sont des résultats bruts sans rectification en fonction du rendement d’extraction. 
Ceci sous entend que les valeurs sont sous estimées. Le taux d’OTA dans le lait est certainement plus 
important que celui mesuré dans la mesure où nous avons éliminé la partie graisse dans laquelle 
s’accumule une partie de l’OTA. 
 
Tableau 29 : Teneurs en mycotoxines dans les rations 
 Les mycotoxines du champ 
produites par Fusarium 
Les mycotoxines de stockage produites par 














































































La contamination des rations par les mycotoxines de champ FB, ZEA, DON s’est révélée être 
très importante en comparaison aux mycotoxines de stockage OTA, CIT, AFB. 
Quatre échantillons de rations sur les cinq analysés présentent une contamination en ZEA allant de 
10,9 µg/kg à 35,2 µg/kg. Tous les échantillons sont positifs en FB1 et en DON. La FB1 est présente à 
des taux de 2,7 mg/kg à 29,2mg/kg. Le DON a été retrouvé à des concentrations de 0,73mg/kg à 
2,04mg/kg.  
L’OTA  a été retrouvée dans toutes les rations à des taux allant de 52ng/kg à 257ng/kg. A l’exception 
de la ration 2, le taux d’OTA est assez constant. A l’inverse, on note une grande variabilité pour la FB 
et pour le DON. Ceci n’est pas surprenant du fait que les contaminations en mycotoxines sont 
hétérogènes.  
Aucun des échantillons ne dépassaient les limites recommandées en mycotoxines dans 
l’alimentation animale, recommandations européennes 2006/576/ce du 17aout 2006 qui fixent les FB à 
50 mg/kg, la ZEA à 0,5mg/kg, l’OTA à 0,25 mg/kg et le DON à 8-12 mg/kg dans les aliments pour 
bovins. L’AFB1 est réglementée à 5µg/kg dans l’alimentation des bovins laitiers et à 50µg/kg dans les 
bovins destinés à l’abattage. Néanmoins, les rations présentent des co-contaminations, de ce fait il peut 
exister un effet synergique entre les mycotoxines rendant ainsi les valeurs recommandées obsolètes. 
A l’inverse des céréales,  la contamination des fourrages et des ensilages par les mycotoxines a 
été peu étudiée. Ceci s’explique par la faible importance des échanges commerciaux des fourrages qui 
sont principalement produits, conservés et consommés à la ferme. La contamination des fourrages 
commence au champ et se poursuit au cours des étapes de récolte, de séchage, de manutention et de 
stockage. Une grande partie de l’inoculum fongique est apportée par la terre au moment de la récolte, 
les poussières et les restes de végétaux de la récolte précédente. 
  
 La moitié des échantillons de lait analysés contiennent de l’OTA allant de 3,75ng/l à 93,5ng/l 
(tableau 30). Toutes les vaches ont reçues la même ration et on aurait pu penser que les quantités 
excrétées dans le lait seraient identiques. En analysant les métabolites d’OTA, on constate que de 
l’OTA sous forme de métabolites ont été transférés dans le lait, y compris dans les échantillons où on 
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n’a pas détecté d’OTA. En effet, on retrouve de l’OTB (forme déchloré de l’OTA), de l’OTα 
(ochratoxine dépourvue de la phénylalanine) et les formes ouvertes (OP) correspondantes de ces 
métabolites (OP-OTA, OP-OTB, OP-OTβ, OP- OTα) (figures 77 et 78).  Il est probable que ces 
métabolites aient été formés par action des microorganismes du rumen.  
Le DON a été retrouvé dans deux échantillons à des taux de 80 et 130 µg/l. Aucun échantillon 
ne contient de la ZEA. Il ne serait pas étonnant que ce soit sous forme de métabolites que la ZEA 
passe dans le lait, comme c’est le cas pour l’OTA. Pour vérifier ceci il faudrait modifier l’extraction en 
éliminant la purification sur colonne d’immunoaffinité. 
 




dans le lait 
ZEA (µg/L) 
dans le lait 
DON (mg/L) 
dans le lait 
lait 1 17,24 ND <0,05 
lait 2   3,75 ND <0,05 
lait 3 ND ND <0,05 
lait 4 ND ND 0,13 
lait 5 93,5 ND 0,08 
lait 6 ND ND <0,05 
 
 
Figure 77 : Comparaison des chromatogrammes des échantillons contaminés en OTA. Lait1  (noir), lait2 
(rouge), lait 5 (bleu), standards de métabolites d’OTA (rose). 
 
 
Figure 78 : Comparaison des chromatogrammes des échantillons non contaminés en OTA. Lait 3  (noir), lait 4 
(rouge), lait 6 (bleu), standards de métabolites d’OTA (rose). 
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1.4.2 Suivi du transfert dans le lait suite à l’exposition à long terme (temps d’utilisation du 
silo)  
Le passage et par conséquent la présence d’OTA et de ZEA dans le lait de vache ont été 
recherchés dans 20 échantillons de lait et 5 échantillons de rations avec lesquelles les vaches ont été 
nourries. Les extractions ont été faites comme précédemment décrites (1ère étude).  
 
1.4.2.1 Dans les rations  
 
 Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux 31 et 32 ci-dessous. Les deux 
mycotoxines recherchées sont présentes dans les rations à des taux très variables notamment pour 
l’OTA (tableau 31). 
 
Tableau 31 : Teneurs d’OTA et ZEA dans les rations 
Echantillons ZEA (µg/kg) OTA (ng/kg) 
21 183,77 10 
22 135,25 2 
23 48,68 3 
24 59,13 151,1 
25 45,65 1260 
LOD OTA= 0,2ng/kg ; LOQ OTA=2ng/kg ; LOD ZEA=0,1µg/kg ; LOQ ZEA=1µg/kg 
 
Les rations présentent de l’OTA à des teneurs allant de 2 à 1260 ng/l. Elles contiennent 
également un taux très important de zéaralénone (45 à 184 µg/l). Les quantités de ZEA sont plus 
importantes en comparaison à la 1ère étude, jusqu’à 16 fois plus. Les quantités d’OTA sont moins 
importantes par rapport à la 1ère étude pour les trois premiers échantillons, puis la quantité augmente 
fortement pour la ration 24 et la ration 25 qui contient une quantité beaucoup plus élevée (600 X plus 
que dans les rations 22 & 23). Les rations provenaient du même ensilage. L’augmentation en 
mycotoxine s’explique par le fait que les mycotoxines continuent à se former lors du stockage. La 
ration 25 qui est la plus contaminée correspondait au fond du silo. 
Comme dans l’étude précédente, aucun des échantillons ne dépasse les limites recommandées 
en mycotoxines dans l’alimentation animale (des bovins). Néanmoins, le fait de retrouver l’OTA et la 
ZEA simultanément augmente le risque du fait de l’effet synergique que pourrait avoir ces deux 
toxines.   
 
1.4.2.2 Dans le lait 
 
Dans tous les échantillons de lait, des métabolites de l’OTA sont retrouvés (OTα et OP-OTA). 
Cinq échantillons, les 12, 13, 14, 15 et 16 contiennent de l’OTA (de 3 à 63ng/l). C’est-à-dire tous les 
laits correspondant à la ration 24 et un à la ration 23 (tableau 32). 
Dans les laits où l’OTA est détecté, il n’y a pas de métabolites ou très peu. Il est probable que les 
vaches aient ingérées une quantité tellement importante d’OTA que le système de métabolisation ait 
été saturé.  Le fait de retrouver de l’OTα dans le lait signifie que l’OTA est  partiellement métabolisée 
au niveau du rumen  avant d’être excrétée dans le lait. 
En ce qui concerne la ZEA, un seul échantillon (n°6) en présente. Les métabolites de ZEA 
n’ont pas été analysés. Il est donc probable que ce soit sous cette forme là qu’ils sont excrétés dans le 
lait ou bien excrétés par une autre voie d’élimination. Une des voies de métabolisation de la ZEA est 
la conjugaison au sulfate et à l’acide glucuronique, métabolites qui ne sont pas éliminés par le lait mais 
par la bile ou l’urine. 
Le lait peut donc être une source de contamination en mycotoxines. Ceci est  d’autant plus grave pour 
les enfants (population sensible) pour lesquels cet aliment est consommé quotidiennement et dans des 
quantités importantes nécessaires à leur croissance. Même de faibles quantités d'OTA dans le lait sont 
non négligeables pour les grands consommateurs de lait.  
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Tableau 32 : Teneurs d’OTA et ZEA dans les échantillons de lait 
Echantillons Mycotoxines recherchées Métabolites de l’OTA 





OTA (ng/l) OTα OP-OTA 
1 ND ND  + ND 
2 ND ND  + ND 
3 ND ND  +++  ND 
21 
(27/05/2010) 
4 ND ND  ++ ND 
5 ND ND  ++ ND 
6 2,6 ND  +++   + 
7 ND ND  ++++ ND 
22 
(04/06/2010) 
8 ND ND  +++  +/- 
9 ND ND  +++  +/- 
10 ND ND  ++   +/- 
11 ND ND  ++++  +/- 
23 
(17/06/2010) 
12 ND 54 ND ND 
13 ND 63 ND ND 
14 ND 27 ND ND 
15 ND 12  ++ ND 
24 
(29/06/2010) 
16 ND 3  ++  + 
17 ND ND  ++  +/- 
18 ND ND  ++  +/- 
19 ND ND  ++ ND 
25 
(08/07/2010) 
20 ND ND  +  +/- 
 
Nos résultats sont en accord avec des études norvégienne et suédoise où l’OTA a été détectée 
respectivement dans 12% et 14% des échantillons (Skaug, 1999; Breitholtz-Emanuelsson et al., 1993). 
Dans notre étude sur le lait, nous nous sommes intéressés seulement à l’OTA et à la ZEA. D’autres 
auteurs ont recherché différentes mycotoxines dans l’alimentation et le lait des vaches laitières. 
Elzupir et al. (2009) ont recherché l’OTA et les aflatoxines dans le lait et les aliments des vaches 
laitières. Sur les neuf aliments analysés, six échantillons (66,7%) étaient contaminés en AF à des 
concentrations de 2,79 à 147,13µg/kg, et sept (77,8%) étaient contaminés en OTA à des taux de 0,22 à 
1,59µg/kg. L’AFB1 est la plus fréquente (5/9 échantillons) suivie de l’AFG1 (2/9) et de l’AFB2 (1/9). 
L’AFM1 a été retrouvée dans trois échantillons de lait (3/5) à une moyenne de 0,16µg/l. L’OTA  a été 
détectée dans seulement un échantillon de lait (1/5) à une concentration de 2,73µg/l. 
Nos résultats peuvent sembler être en contradiction avec ceux de Gonzalez et al. (2007), qui 
ont analysé 61 échantillons de lait provenant du commerce. Aucun des échantillons ne contenaient 
d’OTA au-dessus de la limite de détection (0,01 ng/ml). En Allemagne, l'OTA n’a été détectée dans 
aucun des 121 échantillons analysés (Valenta & Goll, 1996). Néanmoins, il faut noter que dans ces 
études, il s’agit de lait stérilisé alors que dans notre étude, il s’agissait de lait cru. Peut être qu’une 
partie de l’OTA est dégradée par la stérilisation. D’autre part, les métabolites n’ont pas été recherchés 
dans les laits du commerce, or nous avons montré que certains des laits ne contenaient en fait que les 
métabolites de l’OTA. 
Le lait biologique pourrait présenter un plus grand risque. Une enquête sur la présence d'OTA dans 63 
échantillons de lait « bio » (39 d’origine bovine, 15 de chèvres et 9 de brebis) et 20 échantillons de lait 
conventionnel (non étiqueté comme « bio ») a été réalisée par Pattono et son équipe (2011). Trois 
échantillons « bio » des 63 échantillons contenaient de l'OTA, à des quantités variant de 0,07 à 
0,11µg/l (Pattono et al., 2011). 
Bascaran et al. (2007) ont mis au point une méthode d’extraction de l’OTA dans le lait en 
utilisant des colonnes d’immuno-affinité. Les limites de détection et de quantification sont de 0,5 et 
5ng/l respectivement. En utilisant cette méthode,  l’OTA n’a pas été retrouvée dans les  échantillons de 
lait de vache (8 laits écrémés et 4 laits entiers) au dessus de leur limite de détection. 
Quatorze échantillons de lait (liquide ou en poudre) obtenus dans les supermarchés et les pharmacies 
ont été analysés. Trois d'entre eux correspondaient à des formulations pour nourrissons à base de 
céréales, sept laits infantiles, deux laits crus et les échantillons restants correspondaient à du lait 
infantile avec des céréales. Trois des 14 échantillons étaient contaminés par les mycotoxines. Deux 
Résultats et discussions. Chapitre I. Evaluation de la multi-contamination en mycotoxines dans l’alimentation 
humaine et animale 
 175 
correspondaient à des formules céréalières pour les bébés et contenaient de  l'OTA (0,050 µg/kg). Le 
3ème correspondait simplement à du lait pour bébé et contenait de l’AFM1 (0,006 µg/kg) (Beltrán et al., 
2010). Il se pourrait que dans ces deux études, les mycotoxines n’aient pas été totalement extraites, 
puisque leurs méthodes d’extraction font appel à l’utilisation de solvants (méthanol ou acétonitrile) 
sans acidification du milieu, qui permet de défixer l’OTA. D’autre part, dans l’étude de Beltrán et al. 
(2010), des colonnes d’immuno-affinité ont été utilisées. Nous savons qu’en ce qui concerne l’AF et 
l’OTA, un problème majeur est l’extraction en milieu alcalin induisant l’ouverture du cycle lactone. 
Ces formes ne sont plus reconnues par les anticorps spécifiques des mycotoxines (Castegnaro et al., 
2006). Ce qui conduit par conséquence à une sous-évaluation de la quantité d’OTA.  
 L’OTA peut être transférée dans le lait ainsi elle a été retrouvée dans du lait de vache mais 
également dans le lait humain. Plusieurs études dans de nombreux pays ont mis en évidence la 
présence d’OTA dans le lait humain à des taux variant de 0,01 à 337 ng/l pour le cas le plus extrême 
au Sierra Leone (pour plus de détails voir la partie introduction bibliographique et l’article de synthèse 
de Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007). Ces études pointent du doigt le fait que dès le plus jeune 
âge les nourrissons peuvent être contaminés par l’OTA via le lait maternel ou le lait de vache.  
Le lien entre les habitudes alimentaires de femmes enceintes (130) à la fois de nationalité italienne et 
étrangère résidant en Italie et la présence d'ochratoxine A dans le cordon, et dans le lait maternel a été 
étudié par l’équipe de Biasucci (2011). La consommation pendant la grossesse a été évaluée au moyen 
d’un questionnaire; la teneur en OTA a été déterminée dans le lait maternel et le sérum du cordon par 
HPLC. L’apport alimentaire moyen quotidien de l'OTA était de 1,02 ± 1,2 et 0,87± 0,78ng/kg de poids 
corporel pour femmes italiennes et non italiennes, respectivement. La différence n'était pas 
statistiquement significative. Les échantillons de lait positifs en OTA étaient de 73% et 85% pour les 
mères italiennes et non italiennes, respectivement. L’ingestion de viande de porc, de boissons 
gazeuses, de bonbons et de vin rouge est corrélée au taux d'OTA dans le sérum. Le taux d’OTA dans 
le lait est lié à l’ingestion de viande de porc, bonbons, boissons gazeuses et d’huile. Une relation 
positive entre le taux d’OTA dans le sérum et le ratio de sérum/lait a été trouvée. L'apport d'OTA n'a 
eu aucun effet sur le taux de créatinine sanguine chez les mères (Biasucci  et al., 2011). 
Le lait (colostrum) et le sang de neuf femmes allaitantes, récupérés aussitôt après l'accouchement dans 
un hôpital au sud du Chili, ont été analysés pour leur teneur en OTA et ses métabolites. L’OTA a été 
détectée dans tous les échantillons de lait humain, avec une concentration moyenne de 106± 45ng/l 
(concentration allant de 44 à 184 ng/l). Les taux d’OTα étaient de 40±30ng/l (LOQ=40ng/l). Cette 
valeur a considérablement augmenté après l’hydrolyse enzymatique avec la ß-glucuronidase et la 
sulfatase. Le taux d’OTα allait jusqu'à 840 ±256 ng/l. En revanche, le taux d’OTA n’a pas augmenté 
après hydrolyse indiquant que l’OTA n’est vraisemblablement pas excrété dans le lait sous forme de 
conjugué à l’acide glucuronique ou au sulfate. Les données sur l'OTA dans le lait et les niveaux 
signalés dans le sang de femmes au Chili sont un indicatif de transfert efficace de la mycotoxine par la 
lactation. L'exposition des nourrissons à l’OTA a été estimée en considérant leur apport quotidien en 
direct avec le lait humain aux premiers stades de leur vie. Pour la majorité des échantillons de lait, le 
calcul de l’apport direct d’OTA aux nourrissons indique un dépassement de la dose journalière 
tolérable (DJT) de 5ng/kg (pc)/ jour proposé par le groupe d'experts des pays nordiques et du Canada 
(Muñoz et al., 2010). L'exposition des nourrissons approche les doses tolérables  provisoires de 14-16 
ng/kg pc/jour suggéré par le Comité mixte FAO/OMS d'experts sur l'alimentation et Additifs (JECFA) 
et par l'EFSA pour les adultes. Cette étude confirme la présence d'OTA dans le lait maternel à des 
niveaux où la DJA peut être dépassée. Ces résultats soulignent la nécessité de continuer la surveillance 
biologique de la nourriture et d'élaborer des stratégies alimentaires, par exemple des recommandations 
aux femmes enceintes et allaitantes, visant à réduire l'exposition à l’OTA dans les périodes précoces 
de la vie.  
Les nourrissons étant nourris exclusivement dans leurs premiers mois de vie par du lait, la 
présence d’OTA dans celui-ci pourrait constituée un risque pour leur santé. Hassan et son équipe 
(2006 a et b) ont étudié l’effet de la présence de l’OTA dans le lait maternel sur les lésions rénales et 
le dysfonctionnement hépatique chez les nourrissons nourris au sein en Egypte. Cinquante mères 
allaitantes et leurs nourrissons qui ont été exclusivement nourris au sein pendant au moins quatre mois 
ont participé à l’étude. Trente-six mères (72%) et leurs enfants avaient été contaminés par l'OTA. 
L’analyse statistique a montré que la présence d'OTA était associée à des niveaux significativement 
plus élevés de β2 microglobulines urinaires et à de la microalbuminurie.  
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L’ensemble de ces études confirme que l’OTA est largement présente dans le lait et qu’elle 
peut avoir des effets sur les nourrissons au niveau rénal et hépatique constituant par là un risque pour 
la santé. 
 
2. Alimentation animale : cas des croquettes pour chat et chien  
 
Depuis quelques années, des éleveurs de chat et de chien ont observé des problèmes de santé 
et plus particulièrement de reproduction dans leurs élevages. Ces problèmes dans les élevages sont 
apparus au début des années 2000 avec un pic de témoignages dans les années 2005-2006. Les 
symptômes sont assez communs entre les élevages : troubles de la reproduction, avortement, chattons 
et chiots mots-nés ou morts quelques jours après la naissance, malformation des chatons et chiots, 
diarrhées, sang dans les selles, troubles urinaires, atteintes hépatiques, cancer, etc…  
Les soucis sont liés à leur alimentation (croquettes industrielles) puisque les autres causes 
(virales, bactériennes,...etc) avaient été éliminées et que le changement d’alimentation améliorait le 
problème. Suite à de nombreuses analyses plusieurs causes ont été écartées. Les mycotoxines ayant été 
suspectées, nous avons évalué leur présence dans les croquettes. 
Nous avons ciblé la recherche des mycotoxines en fonction des troubles rencontrés. Dans le tableau 
33, nous avons corrélé les symptômes provoqués par chaque mycotoxine. 
 
Tableau 33 : Principaux symptômes associés aux mycotoxines 
Groupe de mycotoxines Symptômes  
Aflatoxines  Atteinte hépatique- hémorragies- Immunodépression-baisse de performances-cancer-
tératogénèse avec sailli des intestins. 
Ochratoxines Néphrotoxique-dysfonctionnement rénal avec augmentation de la consommation d’eau-baisse 
de la croissance- Diarrhées -lésions du foie, des reins et de la vessie-modifications 
hématologiques-cancer-tératogénèse 
Zéaralénone Truie : 
 Œdème de la vulve et du vagin-prolapsus vaginal ou rectal-hypertrophie de l’utérus-
atrophie des ovaires- diminution de la prolificité-avortement-infertilité-retours en 
chaleur avec cycles décalés, refus de saillie. 
Verrat : 
 Tuméfaction de la chaine mammaire-œdème du prépuce-atrophie testiculaire-
anomalie de la semence. 
Porcelet : 
 Inflammation voire nécrose de la vulve et de la chaine mammaire-splay leg (jambe 
écartée). 
Tricothécènes Troubles digestifs (vomissement, diarrhées)-anorexie-hémorragies-lésions buccales et 
dermiques-immunotoxicité- baisse de la consommation et baisse des taux de croissance 
Fumonisines  Immunotoxique- atteintes rénales et hépatiques- troubles sanguins et neurologiques 
 
2.1 Croquettes de chat 
  
 Quarante trois échantillons de croquettes de chat de différentes provenances ont été analysés, 36 
provenant d’élevage et 7 provenant d’un industriel.  
Les familles de mycotoxines recherchées sont celles produites au champ par le genre Fusarium (FB, 
ZEA, DON) et celles produites au cours du stockage par les genres Aspergillus et Penicillium (OTA, 
CIT, AFB). Tous les résultats (en µg/kg d’aliment) sur les croquettes ne prennent pas en compte le 
rendement d’extraction. Ce qui veut dire qu’en fait il y en a en réalité plus que ce qui est indiqué. 
 
2.1.1 Provenant de plusieurs élevages de chats 
 
A la demande de plusieurs éleveurs de chats, nous avons analysé des croquettes ayant posé des 
problèmes de santé aux animaux. 
Les croquettes 1 à 27 (tableau 34) n’ont été analysées que pour leur contenance en mycotoxines de 
champ (ZEA, FB, DON), à l’exception des échantillons 2, 10 et 27 où l’OTA a été recherchée. Seul 
l’échantillon 2 contenait de l’OTA à un taux de 1µg/kg. Dans l’échantillon 25, l’AFB1 a été retrouvée 
à une concentration de 1µg/kg. Dans les échantillons 28 à 36 (tableau 35) toutes les mycotoxines ont 
été recherchées (de champ et de stockage). 
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Tableau 34 : Analyse des croquettes de chat provenant d’éleveurs effectués en sous-traitance. 
Echantillons Toxines de champs produites par Fusarium 








 1 Royal canin Kitten precision 38 30 1620 585 
(FB=2210) 
35 
 2   Royal canin hair skin 75 3010 945 
(FB=3955) 
110 
3 Eagles pack super premium  lot28-29p2 80 2770 460 
(FB=3230) 
130 
 4 Léonardo cat Premium adult L311MHD05-2009 10 60 10 
(FB=70) 
40 
 5 Léonardo cat Premium kitten 
 L 263MHD0308 
10 <LOD <LOD 55 
 6 Léonardo cat adult 233MHD02-2009 35 135 15 
(FB=150) 
185 





Nutro complete care chat poulet 40 3770 2280 
(FB=6050) 
15 
 9 Eagles pack adult poulet 125 2670 565 
(FB=3235) 
110 
10 Hills science plan adult poulet 100 120 80 
(FB=200) 
145 
 11 Royal canin Exigent 90 30 <LOD 100 
 12 Almo adult poluet <LOD 330 40 
(FB=370) 
20 
13 Almo adult saumon <LOD 445 50 
(FB=495) 
<LOD 
14 Hills adult agneau 180 655 315 
(FB=970) 
155 
 15 Hills adult lapin 245 280 80 
(FB=360) 
280 








 16 Mastery adult 125 440 130 
(FB=570) 
75 
 17 Royal canin kitten persian 32 <LOD 170 25 
(FB=195) 
25 
 18 Eagls pack holistic poulet <LOD 235 20 
(FB=255) 
20 
19 Mastery kitten calcium vit D 175 405 70 
(FB=475) 
65 
 20 Hills prescription science Diet feline (véto) 255 125 20 
(FB=145) 
185 
 21  Iam’s adulte saumon 100 100 <LOD 200 
 22 Iam’s adulte ageau 115 210 <LOD 135 
 23 Royal canin skin and care 120 170 30 
(FB=200) 
<LOD 
 24 Almo nature kitten poulet 20 210 <LOD 25 
 25 Eagls pack holistic adult canard 10 100 25 
(FB=125) 
45 
 26 Eagls pack holistic adult kitten poulet 20 240 20 
(FB=260) 
30 
27 Royal canin persian 30 104 160 160 
(FB=320) 
55 
      
(NA: non analysé, ND<LOD,  LOD ZEA=10 µg/kg ; LOD DON=20µg/kg ; LOD OTA=0,5mg/kg ; LOD AF=1mg/kg ; LOD 
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Tableau 35 : Analyse des croquettes de chat provenant d’éleveur effectué au sein de notre laboratoire 
Echantillon Toxines de champs produites par Fusarium Toxines de stockage produites par 
Aspergillus et Penicillium 






















215 ND 0,17 1,32 G2, G1, 
B2 






219,5 0,94 0,74 1,87 G2, G1, 
B2 






361 1,24 ND 0,92 G2, G1, 
B2 
31 ORIJEN métabolite 55,80 N.A 19,3 
<LOQ 
0,044 <LOD <LOD G2, G1, 
B2 













41,86 157,95 N.A 320,5 0,177 <LOD <LOD G2, G1, 
35 HILL’S 
natures best 
134,16 204,55 N.A 392,4 0,115 1,17 ND G2, G1, 
B2 
36 HILL’S  ball 
control 
136,82 263,69 N.A 500,1 0,068 1,24 ND G2, G1, 
B2 
(N.A : non analysé, ND: non détectable, ND<LOD) (LOD ZEA=0,5µg/kg, LOD FB=3µg/kg ; LOD OTA=0,03µg/kg ; LOD 
CIT =0,1 µg/kg, LOD AF=0,02µg/kg; LOQ DON=40µg/kg,).                 
 
 
Tous les échantillons présentent des co-contaminations de plusieurs mycotoxines (au moins 
deux). Le pourcentage de co-contamination est présenté sur la figure 79. 
La FB est fréquemment associée à la ZEA et au DON à des concentrations importantes. 












Figure 79 : Appréciation globale des co-contaminations dans les aliments de chat provenant d’élevage 
 
 
Trente un échantillons sur 36 analysés (86%) présentent une contamination en ZEA. Un des 
échantillons ne présente pas de contamination en  ZEA, mais la présence d’un dérivé de la ZEA. Il 
s’agit sans doute d’un précurseur de ZEA. 
Trente cinq échantillons sur les trente six analysés (97%) contiennent de la FB1. Dans 25 sur 
30 échantillons analysés (83%), la FB2 est présente. Le taux de FB1 est plus important que celui de 
FB2. Le DON est présent  dans 34 échantillons (94%). 
Neuf des 12 échantillons analysés (75%) sont contaminés en OTA. La CIT est souvent 
associée à l’OTA.  
L’AFB1 a été détectée dans 6 sur 10 échantillons analysés (60%). D’autres aflatoxines ont été 
détectées en plus de l’AFB1, à savoir les aflatoxines B2, G1 et G2 à des taux non négligeables, mais 
elles n’ont pas été quantifiées.  
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L’AFB1 est la seule mycotoxine réglementée dans l’alimentation animale (ovin, porcin, bovin). Pour 
les autres mycotoxines, seules des recommandations ont été édictées. Dans la majorité des cas, ces 
recommandations concernent les aliments pour les animaux de ferme (les porcs et les volailles) et sont 
faites surtout pour éviter des effets toxiques aigus. Les animaux familiers ne sont mentionnés que pour 
les fumonisines mais avec un seuil unanimement considéré comme trop élevé.  
 
 Nous avons comparé les résultats obtenus d’une part à la recommandation animale et d’autre 
part à la réglementation pour nourrissons et enfants en bas-âge (figure 80 et 81). Les seuils 
réglementaires sont résumés dans le tableau 36.  
 
Tableau 36 : Législation mycotoxines dans nourriture humaine et recommandation pour porc 
Législation/recommandation Bébé/enfants < 3ans Adulte humain porc 
OTA 0,5 µg/kg 3 µg/kg (céréales trasformés) 50 µg/kg 
AF 0,1 µg/kg 2µk/kg (céréales trasformés) 20 µg/kg 
ZEA 20 µg/kg 50 µg/kg (céréale du petit-déjeuner) 50 µg/kg 
FB 200 µg/kg (produits à base de 
maïs) 
800 µg/kg (céréale du petit 
déjeuner 5000 µg/kg 
DON 200 µg/kg 500 µg/kg (céréale du petit-déjeuner) 500 µg/kg 
 
Il n’est pas possible d’extrapoler ces recommandations aux aliments d’animaux de compagnie, 
car les doses autorisées pour les porcs ou volailles sont calculées pour une durée de vie courte (le 
temps de l’élevage avant de les transformer en viande), alors que pour les chiens et chats, il faut 
prendre en compte toute la durée de vie. De plus, les chats et chiens sont susceptibles de manger le 
même aliment toute une vie et donc seront exposés de manière répétitive avec risque d’accumulation 
des mycotoxines. 
 D’autre part, le métabolisme des félins et des carnivores est très différent de celui des ovins, 
bovins et porcins. Vu la taille des animaux et leur susceptibilité, il semble plus logique de s'appuyer 
sur les seuils établis pour les nourrissons et les enfants en bas âge.  
 
Figure 80 : Répartition des taux d’OTA, de CIT et d’AFB1 dans les croquettes de chat provenant d’éleveur  
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20 µg/kg  nourrissons
50 µg/kg  porcelet
500 µg/kg  porcelet
200 µg/kg  nourrissons




































Figure 81 : Répartition des taux de ZEA, DON et FB dans les croquettes de chat provenant d’éleveur 
 
2.1.1.1 Comparaison aux recommandations animales 
 
 Dix neuf échantillons (53%) dépassent la limite recommandée en ZEA (50µg/kg) pour les 
aliments pour les porcelets et les jeunes truies. L’échantillon 20 dépasse cette valeur de plus de 5 fois.  
Quant aux fumonisines, l’échantillon n°8 (6,05 mg/kg) dépasse la limite réglementée en FB chez les 
animaux (5mg/kg). 
Un échantillon dépasse légèrement la limite autorisée du DON en alimentation animale pour 
les porcelets estimée à 500µg/kg (500,1 µg/kg). 
Aucun échantillon ne dépasse les valeurs recommandées en alimentation animale en Europe 
pour l’OTA et pour l’AFB1. 
 
2.1.1.2 Comparaison à la législation humaine 
 
Dans plusieurs échantillons, les taux de mycotoxines sont supérieurs à ceux autorisés pour des 
nourrissons ou enfant en bas âge (<3 ans, 15 Kg).  
Vingt quatre échantillons (66%) présentent une contamination en ZEA dépassant largement 
(1,5 à plus 6,5 fois) la limite autorisée pour les nourrissons et enfants en bas âge. Deux échantillons 
sont à la limite fixée à 20 µg/kg.     
Pour les fumonisines (FB), la réglementation pour les préparations à base de maïs et pour les 
aliments « bébé » destinés aux nourrissons et enfants en bas âge (200 µg/kg) a été dépassée dans 18 
échantillons avec des concentrations étant jusqu’à 30 fois supérieures à celle-ci. Deux échantillons 
sont à la limite fixée à 200 µg/kg.     
Huit échantillons contiennent des teneurs en DON supérieures (jusqu’à 2,5 fois) ou égales à la 
valeur recommandée pour les aliments de nourrissons (200µg/kg). 
Trois échantillons dépassent (de 2 à 2,5 fois) la limite autorisée en OTA (0,94 ; 1,24 et 
1µg/kg) dans les préparations à base de céréales et aliments destinés aux nourrissons et enfants en bas 
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âge (0,5 µg/kg). La limite autorisée  en AFB1 chez les nourrissons (0,1µg/kg) a été dépassée entre 9 à 
18 fois dans quatre échantillons. 
2.1.1.3 Corrélation ingrédients/mycotoxines 
Les croquettes industrielles sont constituées en grande partie de matériel végétal notamment 
de céréales (maïs, riz, blé, soja, orge, etc...). Comme les mycotoxines sont fréquemment retrouvées 
dans les matières premières d’origine céréalières et qu’elles résistent aux procédés de transformation 
et à la chaleur, ces mycotoxines se retrouvent dans les produits finis (croquettes). 
Le maïs est la céréale la plus utilisée (27 croquettes) dans la fabrication des croquettes de chat. Le riz 
rentre dans la constitution de 22 croquettes, quant au blé, il est retrouvé dans seulement cinq 
échantillons. Le seigle, l’avoine et le soja sont peu utilisés dans la fabrication des croquettes, ils sont 
retrouvés respectivement dans seulement 3, 4 et 7 échantillons.  
Contrairement à ce qui est couramment admis, la présence des FB n’est pas seulement liée à la 
présence de maïs. En effet, dans les échantillons 6 et 20, nous avons retrouvé des FB malgré l’absence 
de maïs. Dans ces deux croquettes, le riz est la principale voire la seule céréale. Dans l’échantillon 5, 
les FB n’ont pas été détectées bien que plusieurs céréales constituent cet aliment (maïs, riz, seigle et 
lin). La teneur la plus élevée en FB (6,05mg/kg) a été retrouvée dans l’échantillon 8. Ce dernier est 
constitué essentiellement de maïs, riz, lin et de pulpe de betterave. La seule différence avec 
l’échantillon 5 c’est la pulpe de betterave, qui pourrait être source de contamination. Les échantillons 
2, 3, 9 également fortement contaminés en FB contiennent de la betterave. Elle pourrait être 
responsable en partie de cette contamination. Néanmoins ceci n’est pas prouvé dans la mesure où 
d’autres croquettes contiennent de la betterave et sont peu contaminées en FB (11, 13, 15, 17, 21, 22, 
23, 24, 25, 26, 35).  
Seules les croquettes de la marque Orijen (échantillon 31 et 32) n’utilisent pas de céréales 
dans leur formulation, elles sont constituées d’ingrédients d’origine animale et d’autres végétaux que 
les céréales (voir tableau ingrédients en annexe 5). L’échantillon 31 de cette marque contient des 
teneurs faibles en mycotoxines. Ce qui explique les bons résultats obtenus avec cet aliment sur la santé 
des animaux. En effet, avec cette croquette, les chattes ont de nouveau eu des portés en bonne santé. 
Mais cela n’est pas complètement vrai puisque un autre échantillon (32) de cette même marque lors du 
changement du lot contenait une quantité non négligeable de FB et de ZEA. Il est à noter que ces 
produits contiennent des soies de maïs, des graines de lin et de la luzerne séchée. Ces derniers 
pourraient être à l’origine de la présence des mycotoxines. 
Dans certains échantillons, une seule céréale est présente mais suffit à les contaminer en 
plusieurs mycotoxines. A titre d’exemple, l’échantillon 20 contient des quantités élevées en ZEA, FB 
et DON alors que le riz est la seule céréale rentrant dans sa composition. 
Ceci peut être expliqué par le fait que ces trois mycotoxines peuvent être produites par un même 
champignon (Fusarium). 
Deux céréales (maïs et riz) font partie des ingrédients des échantillons 10 et 36, qui les contaminent 
avec des quantités importantes en plusieurs mycotoxines (ZEA, FB et DON). 
Il est difficile d’établir ou de prédire la présence des mycotoxines dans les croquettes en fonction des 
ingrédients. Ce qu’il faut prendre en considération c’est plutôt la qualité de chaque constituant. 
 
2.1.2 Provenant d’un industriel 
 
Un industriel a été interpellé par les résultats des mycotoxines dans les croquettes et des 
fréquentes plaintes des éleveurs et des propriétaires de chat.  
En vue d’améliorer la formulation de son produit, plusieurs échantillons de croquettes de chat ont été 





Résultats et discussions. Chapitre I. Evaluation de la multi-contamination en mycotoxines dans l’alimentation 
humaine et animale 
 182 
Tableau 37 : Analyse des croquettes de chat provenant d’industriel effectuées au sein de notre laboratoire. 
 Toxines de champs produites 
par Fusarium 
Toxines de stockage produites 















 A 123,1 18640 760 0,047 NA 0,050 
 B 105,9 2130 1600 0,026 NA 0,089 
111/10 ND 1860 100 0,408 0,61 ND 
112/10 23,9 6610 70 0,377 0,54 ND 
182/10 37,05 23,6 150 0,18 0,32 ND 
239/10 34,7 517,9 170 4,53 0,23 ND 
252/10 22,9 680,7 260 1,98 7,23 ND 
(N.A : non analysé, ND: non détectable, ND<LOD) (LOD ZEA=0,5µg/kg, LOD FB=3µg/kg ; LOD OTA=0,03µg/kg ; LOD 
CIT =0,1 µg/kg, LOD AF=0,02µg/kg; LOQ DON=40µg/kg).                 
 
Tous les échantillons sont contaminés par plusieurs mycotoxines (au moins 4). 85,7 % des échantillons 
présentent une co-contamination de cinq mycotoxines et 14,3% présentent des co-contaminations de 
quatre mycotoxines (figure 82). 
 
Figure 82 : Appréciation globale des co-contaminations dans les aliments de chat provenant d’industriel 
 
Deux produits contiennent des taux élevés de FB entre 6,6 et 18 mg/kg, c'est-à-dire des taux 
nettement supérieurs à la recommandation pour animaux familiers (5 mg/kg). 
L’évolution de la formulation a conduit à modifier le taux de mycotoxines dont certains ont nettement 
diminué comme la ZEA et la FB, bien qu’encore trop élevé par rapport à la législation infantile 
(respectivement 20µg/kg et 200µg/kg). A l’inverse, la contamination en OTA et CIT a 
considérablement augmenté.  
Certains échantillons étaient homogènes et d’autres composés de plusieurs types de granulés 
(voir figure 83), notamment, l’échantillon 182/10 était constitué de trois types de granulés (rond jaune, 
rond marron et bâtonnet marron). L’échantillon 239/10 était constitué de granulés rond marron et 
bâtonnet marron. Nous avons séparé et analysé chaque constituant de ces échantillons seul. Les 
résultats sont résumés dans le tableau 38. 
 
 
Figure 83 : Composition des croquettes (A : bâtonnet marron ; B : rond marron ; C : rond jaune) 
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Tableau 38 : Analyse de chaque constituant des croquettes de chat provenant d’industriel effectuées au sein de 
notre laboratoire. 
 Toxines de champs produites 
par Fusarium 
Toxines de stockage produites 















182/10 rond marron 38,13 77,7 <LOD 0,15 0,25 ND 
182/10 bâtonnet marron 43,15 16,9 180 0,22  0,45 ND 
182/10 rond jaune 70,1 48,9 90 0,25 0,19 ND 
182/10 Mélange 37,05 23,6 150 0,18 0,32 ND 
239/10 rond marron 87,4 384,2 160 2,7 1,6 ND 
239/10 bâtonnet marron 12,1 491,9 110 1,2 0,4 ND 
239/10 Mélange 34,7 517,9 170 4,53 0,23 ND 
 
Après tri de l’échantillon 182/10, il apparait que les granulés ronds jaunes sont les plus 
contaminés en ZEA, jusqu’à 2 fois plus que dans le mélange. Les bâtonnets contiennent le plus de 
DON. Les granulés ronds marron présentent le taux le plus élevé en FB1. En ce qui concerne l’OTA et 
la CIT, le taux est plus au moins équivalent entre les 3 constituants. 
Dans le mélange, le taux de mycotoxines ne correspondent pas forcément à la somme du taux retrouvé 
dans chaque constituant, ceci n’est pas étonnant, car la quantité de chaque constituant est différente. 
Suite à ces résultats, les granulés ronds jaunes ont été éliminés de la formulation de 
l’échantillon 239/10. L’élimination de cet élément n’a pas suffit à faire diminuer significativement le 
taux de mycotoxines. Cela s’est même traduit par une nette augmentation du taux de FB1 (20 fois plus) 
et d’OTA (25 fois plus). Les taux de ZEA et de CIT ont légèrement diminué, bien que l’élément rond 
marron soit nettement plus contaminé dans la 2ème formulation que dans la première. Dans cet élément 
rond marron toutes les mycotoxines ont augmenté. 
 
Nous avons comparé les valeurs à celles de la réglementation pour nourrissons et enfants en bas-âge et 
aux recommandations animales (figure 84 et 85). 
 
 
Figure 84 : Répartition des taux d’OTA, de CIT et de AFB1 dans les croquettes de chat provenant d’industriel.  
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5 mg/kg animaux de compagnie




































Figure 85 : Répartition des taux de ZEA, de DON et de FB  dans les croquettes de chat provenant d’industriel  
 
2.1.2.1 Comparaison aux recommandations animales 
 
Six des sept échantillons (85,7%) analysés contiennent de la ZEA. Deux échantillons (Aliment 
A et B) dépassent la limite autorisée en ZEA pour les porcelets (50µg/kg). 
Tous les échantillons analysés (100%) contiennent de la FB1. Deux échantillons (A et 112/10) 
dépassent la limite autorisée en alimentation des animaux de compagnie (5mg/kg). L’échantillon A 
dépasse de 3,5 fois la valeur réglementaire. 
Tous les échantillons contiennent du DON. Deux échantillons (11%) dépassent la limite 
autorisée du DON en alimentation animale pour les porcelets estimée à 500µg/kg (760 µg/kg et 
1,6mg/kg). 
 La totalité des échantillons analysés (100 %) sont contaminés en OTA mais aucun ne dépasse 
la limite recommandée. La CIT est présente dans tous les échantillons analysés.  
L’AFB1 a été détectée dans deux échantillons (28,5%). Ils ne dépassent aucune législation. 
 
2.1.2.2  Comparaison à la législation humaine 
 
Tous les échantillons positifs en ZEA (6/7 échantillons : 85,7%) présentent une contamination 
en ZEA dépassant largement (jusqu’à six fois) la limite autorisée pour l’alimentation (à base de maïs 
ou de céréales) des nourrissons et enfant en bas âge fixée à 20 µg/kg.  
Six échantillons sur les sept (85,7%) analysés présentent des taux de FB1 dépassant la réglementation 
pour les préparations à base de maïs et aliments pour bébé destinés aux nourrissons et enfants en bas 
âge (200 µg/kg).  
Trois échantillons (A, B et 252/10) contiennent des taux de DON dépassant de 1,3 à 8 fois la limite 
autorisée chez les nourrissons (200µg/kg). 
Deux échantillons dépassent la limite autorisée en OTA (4,53 et 1,98µg/kg) dans les préparations à 
base de céréales et aliments destinés aux nourrissons et enfants en bas âge (0,5 µg/kg).  
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2.2 Croquettes de chien 
 
Des problèmes semblables à ceux observés dans les élevages de chat, mortalité des chiots, 
avortements, nouveau-nés anormaux, infertilité ont aussi été observés. De nombreuses analyses 
(bactériologie, sérologie, analyse des selles, de poils, ….) réalisées sur les mères ou sur les chiots 
n’ont rien donné. En revanche, l’autopsie et l’histologie de certains chiens a révélé une intoxication 
alimentaire. Après avoir écarté l’hypothèse d’un empoisonnement par l’eau, la contamination des 
croquettes par les mycotoxines a été émise car ces croquettes contiennent des céréales. Dans certains 
élevages, les problèmes de santé ont disparu dès que l’alimentation des chiens a été changée. 
 
2.2.1 Provenant de plusieurs élevages de chiens 
 
Dix échantillons de croquettes de chien provenant d’élevage, de marques différentes ont été 
analysés. Les mycotoxines de champ (FB, ZEA, DON) et les mycotoxines de stockage (OTA, CIT, 
AFB) ont été recherchées. Des croquettes de chien (1 à 4) ont été analysées à la demande d’un éleveur 
chez lequel les animaux ont des problèmes de santé suite à leur utilisation (tableau 39).  
D’autres croquettes (5-10) de marques différentes ont été analysées à la demande du même éleveur 
afin de choisir la meilleure croquette (tableau 40).  
 
Tableau 39 : Analyse des croquettes de chien provenant d’éleveur effectué en sous-traitance. 
Echantillon Toxines de champs produites par Fusarium Toxines de stockage produites par 
Aspergillus et Penicillium 
















1 Biomil adult 
medium 
195 800 220 
(FB=1020) 
485 1 NA NA NA 
2 Nutram gold 
adult 
105 2400 650 
(FB=3050) 
65 <LOD <LOD 2 NA 
3 Belcando 
Multicroc  
45 105 15 
(FB=120) 
120 1 NA NA NA 
4 Royal canin  
anoestrus 
35 1360 170 
(FB=1530) 
155 NA NA NA NA 
(NA: non analysé, ND<LOD,   LOD ZEA=10 µg/kg ; LOD DON=20µg/kg ; LOD OTA=0,5mg/kg ; LOD AF= 1mg/kg ; LOD 




Tableau 40 : Analyse des croquettes de chien provenant d’éleveur effectué au sein de notre laboratoire 
Echantillon Toxines de champs produites par Fusarium Toxines de stockage produites par 
Aspergillus et Penicillium 
















5 Eukanuba adult 
maintenance small 
46,2 19,35 1,94 
(FB=21,29) 
286,6 1,54 0,093 0,45 G2, 
G1, B2 
6 Royal canin spécial 
York 
34,10 8,98 7,44 
(FB=16,42) 
255,3 0,53 0,44 0,60 G2, 
G1, B2 
7 Pet’s planet 
maintenance 
8,12 437,73 91,88 
(FB=529,61) 
88,1 0,12 0,17 0,71 G2, 
G1, B2 
8 Proplan adult 12,39 99,18 81,05 
(FB=180,23) 
300,2 1,12 0,38 0,63 G2, 
G1, B2 
9 Purina Dog chow 
complet 
40,66 2,05 8,06 
(FB=10,11) 
650,8 ND 1,13 0,40 G2, 
G1, B2 
10 Purina excellent 
junior 15 Kg 
 
55,95 77,73 80,60 
(FB=158,33) 
306,7 0,12 0,51 0,37 G2, 
G1, B2 
(N.A : non analysé, ND: non détectable, ND<LOD) (LOD ZEA=0,5µg/kg, LOD FB=3µg/kg ; LOD OTA=0,03µg/kg ; LOD 
CIT =0,1 µg/kg, LOD AF=0,02µg/kg; LOQ DON=40µg/kg).  
 
Les mycotoxines dites « de champ » (ZEA, FB et DON) ont été retrouvées à des 
concentrations très importantes, atteignant plusieurs centaines de microgrammes pour le DON et la 
ZEA et des milligrammes pour les FB. 
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Tous les échantillons présentent des co-contaminations de plusieurs mycotoxines (au moins 
trois) (figure 86). La contamination en CIT s'est avérée la moins importante en terme de concentration, 
suivie de l’AFB1 et de l’OTA.  









Figure 86 : Appréciation globale des co-contaminations dans les aliments de chien provenant d’élevage 
  
 Nous avons comparé les valeurs de mycotoxines obtenues, aux recommandations animales et 
à  la réglementation pour nourrissons et enfants en bas-âge (figure 87 et 88). 
 
Figure 87 : Répartition des taux d’OTA, CIT et AFB1 dans les croquettes  de chien provenant d’éleveur  
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Figure 88 : Répartition des taux de ZEA, FB et DON dans les croquettes de chien provenant d’éleveur  
 
2.2.1.1 Comparaison aux recommandations animales 
 
La ZEA est présente dans toutes les croquettes analysées. Trois échantillons dépassent la 
limite autorisée en ZEA (50µg/kg) chez les animaux (porc) avec des taux de 55,95µg/kg, 105µg/kg et 
195µg/kg. 
Les FBs sont retrouvées dans la totalité des échantillons et se situent entre 10,11µg/kg et 3,05mg/kg. 
Ces concentrations sont considérées comme assez importantes même si elles ne dépassent pas la 
valeur recommandée pour animaux domestiques (5mg/kg). 
Tous les échantillons sont contaminés par le  DON. Un échantillon (5) dépasse la limite recommandée 
en alimentation animale (500µg/kg pour le porc). 
La contamination en OTA dans les croquettes de chien est présente dans 7/10 échantillons. Aucun 
échantillon ne dépasse la valeur d’OTA recommandée en alimentation animale estimée à 50µg/kg 
pour les porcs. 
Dans certains échantillons, d’autres aflatoxines ont été détectées en plus de l’AFB1, à savoir 
l’aflatoxine B2, G1 et G2 à des taux non négligeables, mais elles n’ont pas été quantifiées. Comme pour 
les croquettes de chats, aucun échantillon de cette catégorie ne dépasse la limite autorisée (Directive 
2002 32/CE du 07 05 02) en Europe en aflatoxines pour l’alimentation animale.  
 
2.2.1.2 Comparaison à la législation humaine 
 
 On a constaté des dépassements des teneurs maximales autorisées si on se réfère aux normes 
pour l’alimentation humaine pour nourrissons. 
Huit échantillons sur dix (80%) analysés sont 1,5 à 9,5 fois supérieurs aux teneurs limites en ZEA 
pour l’alimentation (à base de maïs ou de céréales) des nourrissons et enfants en bas âge fixée à 20 
µg/kg.  
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Quatre  échantillons (40%) contiennent une quantité en FB supérieure de 2,5 à 15 fois la limite 
autorisée en fumonisines pour les préparations (à base de maïs) destinés aux nourrissons et enfants en 
bas âge (200 µg/kg).   
Le taux réglementaire en DON (200µg/kg) dans l’alimentation des nourrissons a été dépassé dans six 
échantillons (60%) jusqu’à un facteur trois. 
Quatre échantillons dépassent la limite autorisée en OTA (1,54, 0,53 et 1,12 et 1µg/kg) dans les 
préparations à base de céréales et aliments bébés destinés aux nourrissons et enfants en bas âge (0,5 
µg/kg). 
Tous les échantillons de croquettes de chien dépassaient la limite autorisée en AFB1 pour les aliments 
pour nourrissons (0,1µg/kg). 
 
2.2.1.3 Corrélations ingrédients/mycotoxines 
 
 Les croquettes pour chien sont constituées d’ingrédients d’origine végétale (céréales, légumes, 
etc.) et d’origine animale (poulet, dinde, graisse animale, etc) (voir tableau ingrédient en annexe 5). 
Les céréales entrent en grande partie dans la formulation des croquettes de chien. Tous les échantillons 
contiennent au moins une céréale.  
La plus grande concentration en FB (3,05mg/kg) a été retrouvée dans l’échantillon 2 (Nutram adulte 
Gold poulet et riz). Ce dernier ne contient pas de maïs, il est constitué de riz et de lin seulement. Dans 
les échantillons (5 et 6) (Eukanuba adult maintenance small et Royal canin Spécial York), bien que le 
maïs fasse partie des ingrédients majeurs de ces deux croquettes, la teneur en FB reste parmi les plus 
faibles (21,29 et 16,42µg/kg respectivement). Cela indique que la contamination en FB n’est pas 
seulement corrélée à la présence de maïs mais que le maïs est mieux contrôlé que les autres 
ingrédients. 
L’aliment 2  (Nutram adulte Gold poulet et riz) contient la plus grande concentration en AFB1 
(2µg/kg) qui pourrait provenir du riz. En effet, l’AFB1 a été retrouvée dans des échantillons de riz 
vietnamiens. Certains échantillons dépassaient la limite autorisée en Europe pour l’OTA (3µg/kg) 
et/ou en AFB1 (4µg/kg) (Nguyen et al., 2007). 
Les résultats de l’aliment 10 « Purina excellent », qui correspond à une croquette milieu de gamme 
chez Proplan, sont assez catastrophiques sur les chiens : problème de peau, chien de mauvaise santé 
physique et mentale, portée peu nombreuses, et fort taux de mortalité. Ces problèmes sont sans doute 
dus aux taux élevés en FB (158,33µg/kg), en DON (306,7µg/kg) et en ZEA (55,95µg/kg). Cet aliment 
est composé de plusieurs céréales (riz, blé, maïs et gluten de maïs). Il est difficile de savoir quel 
ingrédient est responsable sachant que le maïs à lui seul peut être source de contamination par 
plusieurs mycotoxines notamment la FB1, FB2, ZEA et OTA (Domijan et al., 2005) 
L’aliment 8 « Proplan adult» donne des résultats assez satisfaisants, les chiens nourris avec cette 
croquette retrouvent des portées plus nombreuses, cela est peut être du au taux faible en ZEA 
(12,39µg/kg). 
La croquette 9 « Purina dog chow complet» contient la plus faible concentration en FB et la plus 
grande concentration en DON. Il n’y a pas de corrélation entre la présence des FB, du DON et de la 
ZEA bien qu’elles soient produites par des Fusaria. 
La présence de CIT et d’AFB1 est souvent associée à l’OTA. Dans ces échantillons plusieurs céréales 
rentrent dans la formulation du produit. Ces mycotoxines peuvent être produites par le même genre de 
champignon. 
 
2.2.2 Provenant  du commerce  
 
Nous avons analysé des croquettes de chien de diverses marques et de diverses enseignes 
commerciales à la demande de l’institut national de consommation (INC). 
Trente échantillons de croquettes pour chien ont été analysés pour leur contenance en AFB, OTA, 
CIT, ZEA, FB1, DON, toxines T2 et HT2. Nous avons analysé 10 croquettes pour chien adulte (11-
20) ; 7 croquettes pour chien senior > 8 ans (21-27) ; 8 croquettes ‘light’ (28-35) et 5 croquettes pour 
chiot (36-40). Les concentrations en mycotoxines sont exprimées en µg/kg d’aliment. Les résultats 
sont présentés dans le tableau 41 ci-dessous. 
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Tableau 41 : Analyse des croquettes de chien provenant du commerce   
 
Echantillons  
Toxines de champs produites  
par Fusarium 
Toxines de stockage 
produites par Aspergillus 
et Penicillium 
nom  Marque ZEA FB1 FB2 DON HT
2 
OTA CIT AFB1 
11 Intermarché (<10kg) 
Canaillou oligo actifs 
41,5 141  199  2,4 1,01 ND 
12 Purina (Nestlé) 
 FIDO tendres bouchées 
7,5 83  102  0,54 0,08 ND 
13 Affinity patcare (France) 
Spécial mini Ultima adult 
17,2 504  96 11 0,23 0,22 0,21 
14 Hill’s (mini chien) 
Healthy Mobility 
8,1 9  81  0,09 0,11 ND 
15 Marqye repère (<10kg) 
Lydog 
1,9 3  351  0,09 0,33 ND 
16 Affinity petcare  (France) 
Brekkies excel  multicroc volaille  
9,9 ND  338  0,66 0,17 ND 
17 Purina (Nestlé) Friskies life plus 
nutrition  
ND 58  68  0,14 0,34 0,125 
18 Virbac VET COMPLEX 22 448  50  0,05 0,15 0,06 
19 ED (Dia) 
Croquettes aux viandes 
0,9 57  399  2,67 0,58 ND 
20 Casino 
Les Fines Croquettes 
15,5 13,7  335 14 0,28 0,38 ND 
21 Pedigree forme et vitalité senior 
8+ petit chien  
4,1 ND  124  0,08 ND ND 
22 Affinity petcare  (France) 
Spécial mini Ultima senior  riche 
en poulet et riz 
5,8 133  72  0,27 0,06 ND 
23 Royal canin Mini mature 27 2,8 ND  51  0,21 ND ND 
24 Nutrivia  
senior  au poulet et au riz  
2,8 ND  69  ND ND ND 
25 Hill’s 
Active Longevity mature Adult 
7+ 
0,85 ND  142  ND ND ND 
26 PurinaPro plan senior original +7 7,3 ND  122  0,52 0,51 ND 
27 Leader price 
Croquettes senior 
12,2 538   110 
(FB=648) 
215  4,53 ND ND 
28 Marque repère Lydog allégées  3,5 ND  207  0,1 0,79 ND 
29 Intermarché 
Canaillou light 
4,7 29,8  249  0,4 1,11 ND 
30 Purina Friskies life plus nutrition  
light 
2,3 ND  71  0,57 0,41 0,1 
31 Pedigree contrôle du poids 6,8 ND  94  0,21 0,35 ND 
32 Hill’s Light  13,3 121  123 
(FB=244) 
67  ND ND ND 
33 Nutrivia allégé au poulet et aux 
haricots verts 
30 57  128  1,73 0,59 0,11 
34 Virbac VET COMPLEX light 16,6 236  125  0,09 0,37 ND 
35 Royal canin Mini light 30 6 659  145  0,31 0,05 ND 
36 Carrefour Junior nutricroc 11,3 ND  292  0,35 0,93 ND 
37 Nutrivia chiot  au poulet et au riz  ND ND  80  0,16 ND ND 
38 Hill’s Healthy Development 6,4 103  63  0,04 0,07 ND 
39 Pedigree Chiot petit et moyens 
chiens, croissance et protection 
4,8 ND  20  0,117 0,1 ND 
40 Leader price  
Croquettes junior 




 28/30 18/30 2/30 30/30  27/30 22/30 6/30 
(N.A : non analysé, ND: non détectable, ND<LOD) (LOD ZEA=0,5µg/kg, LOD FB=3µg/kg ; LOD OTA=0,03µg/kg ; LOD 
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Quel que soit l’échantillon, il y a au minimum deux mycotoxines. Certains échantillons renferment les 
sept groupes de mycotoxines analysées (figure 89).  
 











Figure 89 : Appréciation globale des co-contaminations dans les aliments de chien provenant du commerce 
 
Vingt huit échantillons sur 30 (93%) contiennent de la ZEA. Il n’y a que deux échantillons (17 
& 37) qui ne contiennent pas de ZEA. 
Les fumonisines sont présentes dans 18/30 échantillons analysés (60%). La totalité des croquettes 
contiennent du  DON.  
Seulement trois échantillons (24, 25, 32) ne contiennent pas d’OTA. La CIT coexiste 
systématiquement avec l’OTA. Comme cette toxine synergise celle de l’OTA sa présence augmente le 
risque. Cette dernière est présente dans 22 échantillons. L’AF est peu fréquente, mais est malgré tout 
retrouvée dans 6 échantillons (13,17, 18, 30, 33, 40). Elle est associée à l’OTA et la CIT. 
 
Nous avons comparé nos résultats d’une part à la réglementation animale et d’autre part la législation 
pour nourrissons (figure 90 et 91). 
 
 
Figure 90 : Répartition des taux d’OTA, CIT et AFB1 dans les croquettes  de chien provenant du commerce  
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Figure 91 : Répartition des taux de ZEA, FB et DON dans les croquettes de chien provenant du commerce  
 
2.2.2.1 Comparaison aux recommandations animales 
 
La limite réglementaire dans l’alimentation animale en AFB1 (20µg/kg) n’est pas dépassée.  
Aucun échantillon ne dépasse les limites recommandées dans l’alimentation animale que ce soit pour 
la ZEA (50µg/kg), l’OTA (50µg/kg), les FB (5 mg/kg) et le DON (500µg/kg). 
 
2.2.2.2 Comparaison à la législation humaine 
 
Quatre échantillons (11 ; 18 ; 33 ; 40) contiennent de la ZEA à des taux égal ou supérieur 
(jusqu’à 2 fois) à la limite autorisée chez les nourrissons estimée à 20µg/kg.  
La limite réglementaire en FBs (200µg/kg) dans l’alimentation des nourrissons est dépassée (jusqu’à 
plus de 3 fois) dans 6 échantillons (13 ; 18 ; 27 ; 32 ; 34 ;  35).  
Dix échantillons (11 ; 15 ; 16 ; 19 ; 20 ; 28 ; 29 ; 36 ; 40) contiennent du DON à des taux supérieurs 
(jusqu’à 2 fois) ou égaux à la valeur réglementaire (200µg/kg) 
Neuf échantillons (33%) (11 ; 12 ; 16 ; 19 ; 26 ; 27 ; 30 ; 33 et 40) présentent un taux d’OTA 
dépassant la limite autorisée chez les nourrissons (0,5µg/kg). Dans certains échantillons la limite est 
dépassée de 5 et de 9 fois. Cette comparaison avec la réglementation des nourrissons est d’autant plus 
judicieuse car le chien est l’animal le plus sensible à l’effet néphrotoxique de l’OTA. La dose létale  
(DL50) après administration d’OTA par voie orale est égale à 0,2 mg/kg pc chez le chien contre 
1mg/kg pc chez le porc (Pfohl-Leszkowicz, 1999 dans le chapitre OTA). 
Bien que l’AFB1 soit peu présente, les taux en comparaison à l’alimentation pour nourrissons sont 
parfois trop élevés : un échantillon (13) contient (0,2µg/kg) le double de ce qui est autorisé (0,1µg/kg) 
et 3 échantillons (17 ; 30 ; 33) contiennent de l’AFB1 à un taux égal ou légèrement supérieur (0,125 
µg/kg) à la limite autorisée (0,1µg/kg). 
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2.2.2.3 Classification des 30 échantillons 
 
Pour classer les échantillons, nous avons pris en compte non seulement le taux de mycotoxines 
mais également leur présence simultanément. Pour cela nous avons affecté un facteur reflétant le taux 
de contamination en mycotoxines, en appliquant une stratification liée aux normes (adulte/bébé et 
porc). Puis nous avons multiplié entre eux ces coefficients. Ceci permet une meilleure discrimination 
que si nous faisions une somme, puisque la combinaison de plusieurs facteurs de risque a un effet plus 
qu’additif.  On note très souvent des synergies. Comme nous le verrons dans le chapitre suivant, dans 
nos études toxicologiques nous avons même montré que des effets toxiques apparaissaient lorsqu’il y 
avait deux toxines simultanément à des doses auxquelles elles n’engendrent aucun effet quand elles 
sont seules. Les meilleures croquettes sont celles dont le résultat est le plus faible. 
Il n’existe pas de réglementation vis-à-vis des mycotoxines dans l’alimentation animale, sauf pour 
l’AFB1 pour les animaux de rente. Le taux maximal autorisé pour l’AFB1 dans l’aliment pour porc est 
20µg/kg. Pour les autres mycotoxines seules des recommandations existent pour les animaux de rente, 
sauf pour la FB pour laquelle la recommandation vise aussi les animaux familiers. Le chien étant plus 
sensible, et de poids moindre que le porc, le maximum autorisé pour le porc est déjà excessif pour un 
chien. Néanmoins notre classification prend en compte la recommandation pour porc ; la législation 
pour nourriture humaine ; la nourriture pour bébé. Les coefficients ont été affectés de la manière 
suivante (tableau 42). Le tableau 43 ci-dessous indique la cotation mycotoxine par mycotoxine de 
chaque échantillon. 
 
Tableau 42 : Coefficient de gravité 
coefficient 1 (TB) 2 (B) 3 (acceptable) 4 (insuffisant) 5 (très insuffisant) 
OTA ND-0,09 µg/kg 0,1-0,5 µg/kg 0 ,5-3 µg/kg >5 µg/kg > 50 µg/kg 
AF ND-0,03 µg/kg 0,03-0,1 µg/kg 0,1-2 µg/kg 2-20 µg/kg >20 µg/kg 
ZEA ND-2 µg/kg 2-10 µg/kg 10-20 µg/kg 20-50 µg/kg >50 µg/kg 
FB ND-5 µg/kg 5-200 µg/kg >200 µg/kg >800 µg/kg >5000 µg/kg 
DON ND-50 µg/kg 50-120 µg/kg 120-200 µg/kg >200 µg/kg >500 µg/kg 
CIT ND-0,2 µg/kg >0.2 µg/kg >3 µg/kg >5 µg/kg >100 µg/kg 
 
Tableau 43 : Cotation et classement des croquettes en fonction des contaminations en mycotoxines 
N° échantillon OTA CIT AF ZEA FB DON HT2 Cotation finale Classement 
11 3 2 1 4 2 3 1 144 25 
12 2 1 1 2 2 2 1 16 10 [14*] 
13 2 2 2 3 3 2 2 288 29 [30*] 
14 1 2 1 2 1 2 1 8 7 [8*] 
15 1 2 1 1 1 4 1 8 7 [9*] 
16 3 2 1 2 1 4 1 48 19 
17 2 2 3 1 2 2 1 48 19 [20*] 
18 1 1 2 4 3 1 1 24 16 
19 3 2 1 1 2 4 1 48 19 [22*] 
20 2 2 1 3 2 4 2 192 26 
21 1 1 1 2 1 2 1 4 3 [5*] 
22 2 1 1 2 2 2 1 16 10 [13] 
23 2 1 1 2 1 1 1 4 3 [4*] 
24 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
25 1 1 1 1 1 2 1 2 1 
26 2 2 1 2 1 2 1 16 10 [12*] 
27 4 1 1 3 4 (+1 FB2) 4 1 240 28 
28 1 2 1 2 1 4 1 16 10 [11*] 
29 2 2 1 2 2 4 1 64 24 
30 3 2 2 1 1 2 1 24 16 [17*] 
31 2 2 1 2 1 2 1 16 10 
32 1 1 1 3 2 (+1 FB2) 2 1 18 15 
33 3 2 3 4 2 2 1 288 29 
34 1 2 1 3 3 2 1 36 18 
35 2 1 1 2 4 3 1 48 19 [23*] 
36 2 2 1 3 1 4 1 48 19 [21*] 
37 2 1 1 1 1 2 1 4 3 
38 1 1 1 2 2 2 1 8 7 
39 2 1 1 2 1 1 1 4 3 [6*] 
40 3 1 2 4 2 4 1 192 26 [27] 
*La valeur entre crochest est le classement définitif en prenant en compte le nombre de mycotoxines et l’usage éventuel de la 
croquette (voir ci-dessous)  
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2.2.2.4 Conclusion sur la classification des croquettes pour l’INC 
La qualité des croquettes ‘senior’ est incontestablement supérieure aux autres catégories. 
La marque Nutrivia est capable du meilleur (senior & chiot) comme du pire (allégé).  
Leader Price propose des croquettes de très mauvaise qualité sanitaire. Pedigree quelle que soit la 
catégorie est de bonne qualité. 
 
2.2.2.5 Corrélation ingrédients /mycotoxines 
 
 Le fait que plusieurs céréales rentrent dans la formulation d’un aliment, ne signifie pas 
forcément une plus grande concentration en mycotoxine. Dans certains échantillons (24 et 25 et 37), 
plusieurs céréales font partie de leur composition comme le maïs, le riz et le blé néanmoins la 
contamination en mycotoxine reste raisonnable. La FB, l’OTA, CIT et l’AFB1 ne sont pas détectés 
dans les croquettes 24 et 25 et le taux de ZEA est faible (2,8 et 0,85µg/kg). Dans la croquette 37, seuls 
l’OTA (0,16µg/kg) et le DON (80µg/kg) ont été retrouvés.  
Dans certains échantillons (21 ; 23 ; 24 ; 25 ; 26 ; 31 ; 37 et 39) malgré la présence de maïs, les FB 
n’ont pas été détectées, cependant une quantité importante de DON a été retrouvée dans ces 
échantillons. Le soja rentre dans la formulation de six échantillons (14 ; 18 ; 23 ; 32 ; 34 et 35). Dans 
certains d’entre eux (18 ; 32 ; 34 et 35), il a été retrouvé des quantités importantes en FB (448 ; 244 ; 
236 et 659 µg/kg).  
Dans les croquettes contenant les sous produits d’origine végétale (11 ; 17 ; 20 ; 27 ; 29 ; 36 et 40), 
toutes les mycotoxines ont été retrouvées à des quantités importantes dépassant les limites autorisées 
chez les nourrissons. Comme pour les croquettes de chat, la croquette de chien contenant le plus de FB 
(3mg/kg) est constitué de riz et de betterave. 
 
2.3 Discussions sur les croquettes de chat et de chien 
 
Plusieurs auteurs se sont intéressés à l’étude de la contamination de l’alimentation animale par 
les mycotoxines suite à des décès brusques d’animaux ou à des problèmes de santé. Il apparaissait des 
signes de contamination par les mycotoxines. 
D'après les fabricants de croquettes tous les composants sont au standard de qualité des aliments 
humains (cf article de 60M de consommateur n° 426, Avril 2008). Ceci est manifestement faux 
puisque des mycotoxines ont été retrouvées en combinaison dans tous les échantillons analysés. Dans 
certains échantillons les teneurs maximales autorisées en alimentation humaine et/ou animale ont été 
dépassées. 
Il est connu que ce qui est rejeté pour l’alimentation humaine est redirigé vers l’alimentation animale 
puisqu’à l’heure actuelle seule des recommandations existent pour les mycotoxines dans les 
nourritures animales à l’exception de l’AFB1 qui est la seule réglementée pour l’alimentation des 
animaux de la ferme. Il conviendrait d’établir des seuils pour animaux familiers (chat et chien) comme 
ceux établis pour les nourrissons, en prenant en compte leur durée de vie, leur taille, leur métabolisme 
et le fait qu’ils sont nourris par le même aliment durant toute leur vie. 
 Les taux d’OTA retrouvés peuvent s’avérer dangereux pour un chien, qui est l’animal le plus 
sensible à l’effet néphrotoxique de l’OTA. Il est 10 à 100 fois plus sensible à l’OTA que le porc 
(Pfohl-Leszkowicz, 1999). Ceci est du au fait qu’il manque au chien une enzyme de détoxification 
permettant la formation d'acide mercapturique. Les dérivés glutathions conjugués formés dans le foie 
sont dirigés vers le rein au niveau duquel ils sont transformés en dérivés cystéine conjugués. Ce 
dernier dérivé est chez la plupart des animaux acétylé en dérivé mercapturique (voir figure 19 partie 
bibliographique 2). Le chien ne possède pas cette acétylase (N-acétyl transférase) (Watkins & Klaassen, 
1986). Le dérivé cystéinyl-OTA ne peut plus s’éliminer et s’accumule dans le rein. Le seuil d’OTA de 
50µg/kg d’aliment préconisé pour le porc n'est vraisemblablement pas suffisant pour protéger le chien. 
 La ZEA a été retrouvée dans presque tous les échantillons analysés à des concentrations très 
élevées. Cette toxine est très problématique pour la reproduction et la croissance des jeunes animaux. 
Vis-à-vis de cette mycotoxine c’est le chat qui est particulièrement sensible car il est dépourvu 
d'enzymes de glucurono-conjugaison (Watkins & Klaassen, 1986). Cette voie de conjugaison est 
fortement impliquée dans le métabolisme de la ZEA. L’absence de conjugaison à l’acide glucuronique 
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perturbe son élimination et favorise de ce fait son accumulation dans les organes génitaux. Cette 
mycotoxine a des propriétés œstrogéniques (Zinedine et al., 2007).  
2.3.1 OTA 
Les concentrations d’OTA mesurées dans les croquettes dans notre étude varient entre 
40ng/kg et 4,53µg/kg (médiane=0,3µg/kg) pour les croquettes de chien et entre 44ng/kg et 1,24µg/kg 
(médiane= 0,15 µg/kg) pour les croquettes de chat. Ces résultats sont comparables à ceux de Martins 
et al. en 2003, qui ont analysés 60 échantillons (20 pour chien, 20 pour chat et 20 pour des oiseaux). 
L’OTA, la FB1 et le DON ont été détectés uniquement dans les aliments pour chiens. Le taux d’OTA 
mesuré dans 5/20 aliments de chien analysés était entre 2 et 3,6 µg/kg. 
L’équipe de Puhringer (2003) a analysé dix aliments pour chien (deux aliments secs et dix en 
conserve) et 28 aliments pour chat (huit aliments secs et 20 en conserve). L’OTA a été retrouvée dans 
47% des échantillons analysés. Les taux d’OTA retrouvés vont de 0,21 à 3,2 µg/kg dans les aliments 
secs et de 0,22 à 0,8 µg/kg dans les aliments en conserve. 
Une autre étude a été consacrée à la recherche de l’OTA dans 55 échantillons d’aliments de 
chat (10 aliments secs et 45 en conserve). L’OTA a été retrouvée dans sept échantillons secs et sept 
échantillons en conserve à des concentrations de 0,11 à 2,17 µg/kg (Gareis et al., 1987). 
2.3.2 CIT 
La citrinine n’est pas souvent recherchée. Cette toxine est souvent associée à l’OTA et a pour 
propriété d’augmenter la toxicité de l’OTA (thèse Molinié, 2004, Speijers et al., 2004 ; Peraica et al., 
2008). Dans notre étude, son taux varie entre 50ng/kg et 1,13µg/kg (médiane=0,36µg/kg) dans les 
aliments pour chien et entre 0,13µg/kg et 1,24µg/kg (médiane=0,74 µg/kg) dans les croquettes de chat. 
Dans l’étude de Little et al. (1991), un échantillon d’aliment pour chien ayant eu une pathologie 
hépatique a été analysé. L’OTA a été retrouvée à un taux de 100µg/kg associée à 200µg/kg de CIT et 
200µg/kg de stérigmatocystine.  
2.3.3 AFB1 
Les taux d’AFB1 dans notre étude se situent entre 0,03µg/kg et 2µg/kg (médiane=0,37µg/kg) 
dans les croquettes de chien, et entre 27,4 ng/kg et 1,87µg/kg (médiane= 1,12µg/kg) dans les 
croquettes de chat. Les concentrations sont 50 à 100 fois plus faibles que celles mesurées par d’autres 
auteurs. Garland et al. (2001) ont trouvé de 100 à 300 µg d’AFB1/kg d’aliment dans des aliments pour 
chiens décédés de toxicité aigue ou chronique. Maia et al. (2002) ont analysé 100 aliments pour 
animaux, dont 45 pour chiens, 25 pour chats et 30 pour oiseaux. L’AFB1 a été retrouvée 
respectivement dans 6,7 %, 4% et 26,7% des aliments pour chiens, chats et oiseaux. Le taux d’AFB1 
était en moyenne de 19µg/kg dans les aliments pour chiens, de 16µg/kg dans des aliments pour chats 
et de 110µg/kg dans les aliments pour oiseaux. La concentration des aflatoxines totales était de 15 à 
374 µg/kg. 
Sharma et Marquez (2001) ont analysé différentes aflatoxines dans 35 échantillons d’aliment pour 
chats et chiens provenant de douze marques commerciales mexicaines différentes. La présence de sept 
aflatoxines (B1, B2, G1, G2, M1, M2, P1 et aflatoxicol) (voir métabolisme des aflatoxines dans la partie 
bibliographique 1) a été observée dans la plupart des échantillons. L’AFB1 est la plus rencontrée à des 
taux élevés dans six échantillons (17%). Les concentrations les plus élevées en aflatoxines sont 72,4 et 
59,7 ng/kg. En comparaison avec d’autres études, ces concentrations sont nettement plus faibles. 
Gunsen et Yaroglu (2002) ont analysé 18 échantillons pour leur présence en AFB1. La prévalence était 
de 16,7%. Le taux d’AFB1 se situait entre 1,75 et 20µg/kg. 
Beaucoup d’études ont été et sont toujours consacrées à la recherche des aflatoxines. En 1975, 
il a été reporté en Inde une épidémie d'hépatite affectant l'homme et le chien caractérisée par une 
jaunisse (décès de 97 personnes et de plusieurs chiens dans 200 villages). La maladie a été associée à 
la consommation de maïs contaminé fortement par Aspergillus flavus. Un échantillon de foie obtenu à 
l'autopsie a montré la prolifération des cellules biliaires et des cellules géantes. La maladie semble être 
le résultat d'une aflatoxicose. L'analyse des échantillons contaminés a montré que les personnes 
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touchées pourraient avoir consommé entre 2 et 6 mg d'aflatoxine par jour sur une période d'un mois. 
Les taux d’AFB1 retrouvés dans les aliments étaient en moyenne entre de 6,25 à 15,6 mg/kg 
(Krisshnamachari et al., 1975 ; Tandon et al., 1977). 
Une épidémie de maladie chronique du foie a été étudiée dans un chenil. L'anorexie, la dépression, la 
polyurie, polydypsie, jaunisse et une diathèse hémorragique terminale ont été notés chez les chiens 
cliniquement affectés. L’aflatoxicose a été confirmée par la présence significative d’AFB1 dans les 
aliments pour chiens commerciaux (17 marques). L'autopsie a révélé une hépatite aiguë. Le taux 
moyen d’AFB1 retrouvé était de 60 µg/kg (Greene et al., 1977). Quatre chiens sont morts et 5 ont été 
euthanasiés après des signes d'insuffisance hépatique. Ces animaux avaient consommé des aliments 
commerciaux contaminés par les aflatoxines. L’analyse des aliments et des échantillons de foie ont 
confirmé l'exposition à l'aflatoxine. Des foies pâles, élargis et jaunes ont été observés à l'autopsie chez 
les chiens ayant une atteinte subaiguë, et une cirrhose a été notée chez le chien avec une atteinte 
chronique. L’analyse des aliments a révélé des niveaux élevés d'aflatoxine B1 (gamme de 223 à 579 
µg/kg), le tissu hépatique contenait de l'aflatoxine B1 et le métabolite M1 à des taux allant de 0,6 à 4,4 
µg/kg. Bien que les chiens ne soient pas couramment affectés par l’aflatoxicose, ils sont très sensibles 
et peuvent présenter des signes classiques d'une hépatopathie aiguë ou chronique (Newman et al., 
2007). 
2.3.4 ZEA 
Dans notre étude, quasiment tous les échantillons analysés (croquettes de chat et de chien) 
contenaient de la ZEA ou un dérivé, à des taux allant de 0,85 à 195µg/kg (médiane=10,6µg/kg) pour 
les croquettes pour chiens et de 10 à 255 µg/kg pour les croquettes pour chats (médiane=80µg/kg).  
Ces résultats rejoignent les résultats de l’équipe de Zwierzchowski et al. (2004) où la ZEA et 
ses dérivés ont été retrouvés dans 48 échantillons (chat et chien) sur les 57 analysés (aliments 
standards et thérapeutiques) avec une moyenne de 36,18 µg/kg. La concentration la plus élevée était 
de 299,5 µg/kg dans un aliment standard et de 158µg/kg dans un aliment thérapeutique (cet aliment est 
recommandé pour les chiens ayant des problèmes rénaux). 
L’équipe de Cullen (1994) a analysé 100 échantillons d’aliments commerciaux pour chien, un 
échantillon contenait de la ZEA à une concentration de 250µg/kg, mais aucun échantillon ne contenait 
de l’AFB1 à un taux supérieur à 20µg/kg. Par contre Scussel et al. (2006) ont analysé 123 échantillons 
d’aliments pour animaux : 46 pour chien, 19 pour chat, 6 pour hamster, 26 pour chevaux, 3 pour 
oiseaux et 3 pour lapin. 4,9 % des échantillons  contenaient de l’AFB1 à des taux supérieur à 50µg/kg 
et 15,5% des échantillons contenaient de la ZEA à des taux supérieurs à 50µg/kg. 
2.3.5 FB 
Les résultats que nous avons obtenu pour les fumonisines sont nettement plus élevés en 
comparaison à d’autres travaux. Tous les échantillons (100%) contenaient des fumonisines. Les taux 
de fumonisines (FB1 et FB2) obtenus dans notre étude varient de 3 µg/kg à 3,05 mg/kg 
(médiane=126,5µg/kg) dans les croquettes pour chiens et de 23,6 µg/kg à 18,6 mg/kg dans les 
croquettes pour chats (médiane=252µg/kg). Ces valeurs dépassent celles obtenues dans les croquettes 
de chien  (3 sur 20 échantillons) analysées par l’équipe de Martins (2003), où la concentration de la 
FB1 variait de 12 à 24 µg/kg. Par contre, nos résultats sont en adéquation avec ceux de Scudamore et 
al. (1997) où la FB1 était retrouvée dans 30% des échantillons analysés (35 pour chiens, 35 pour chats, 
15 pour oiseaux domestiques et 15 pour oiseaux sauvages) à des taux variant de 90 à 690 µg/kg. Avec 
un maximum de 750 µg/kg de FB retrouvée dans un aliment de chat. 
Hopmans et Murphy (1993) ont analysé deux aliments pour chien, deux aliments pour chat et un 
aliment pour rat. Ils ont retrouvé de la FB1 et de la FB2 dans les cinq échantillons à des taux variant 
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2.3.6 DON 
Dans notre étude, le DON est présent dans tous les échantillons à des taux allant de 20 µg/kg à 
650,8 µg/kg dans les croquettes de chien (médiane=126,5µg/kg) et de 8,9µg/kg à 500,1µg/kg dans les 
croquettes de chat (médiane=102,35 µg/kg). 
Dans l’étude de Martins et al. (2003) citée précédemment, le DON a été retrouvé dans seulement trois 
échantillons de croquettes de chien (sur 60 échantillons analysés : 20 chiens, 20 chats et 20 oiseaux 
domestiques) à des taux allant de 100 à 130 µg/kg. 
On note une nette diminution du taux d’AFB1 dans l’alimentation animale au cours de ces 
dernières années. Cela veut dire qu’il y a eu des progrès en terme de contrôle de l’AFB1. Elle est la 
mycotoxine la plus surveillée et la seule réglementée en alimentation animale. Néanmoins, il ne faut 
pas négliger les effets des autres toxines (OTA, FB, DON et  ZEA) ainsi que l’effet synergique que 
peuvent avoir ces mycotoxines entre elles même à faible dose. 
 
3. Simulation de l'apport en plusieurs mycotoxines simultanément 
 
La présence simultanée de plusieurs mycotoxines dans l’aliment pose des problèmes en 
alimentation humaine et animale du fait de leurs interactions.  
 
3.1 Alimentation humaine  
 
Nous avons calculé sur la base de nos analyses des aliments, l’apport en différentes 
mycotoxines pouvant être ingérées par un homme de 60 kg dans le cadre d’un menu constitué avec les 
aliments analysés. 
 
3.1.1 L’apport en OTA 
 
Le comité scientifique de l'alimentation humaine (CSAH : Scientific commitee on food of the 
European Union) de l'Union européenne a conclu dans son évaluation en 1998 que les taux d'OTA 
devraient être minimisés en raison de son effet néphrotoxique, cancérogène et génotoxique. La dose 
journalière tolérable sur la base des effets canérogènes a été fixée à 5 ng/kg/poids corporel (pc). Ceci a 
été confirmé par les experts canadiens (Kuiper-Goodman et al., 2010). Sur cette base là, la quantité 
maximale pouvant être absorbée par un adulte de 60 kg est de 300 ng et de 50 ng pour un enfant de 
10kg.  
 
3.1.1.1 Dans les céréales brutes : blé, orge, riz  
 
Nous avons établi notre calcul sur la base d'une contamination moyenne en OTA de 0,42µg/kg 
dans le blé, de 8,3 µg/kg dans l’orge et de 15,4 µg/kg dans le riz. 
La baguette de pain de 100 g fabriquée avec du blé contaminé à 0,42 µg/kg de blé fournira 42 ng 
d’OTA. Durant la journée, on consomme environ une demi-baguette en moyenne, ce qui correspond à 
un apport de 21 ng d’OTA soit 7% de la dose journalière tolérable en OTA (300 ng/j) pour une 
personne de 60 kg.  
Si on considère qu’une personne peut consommer aussi du pain préparé à base de farine 
d’orge contaminé à raison de 8,3 µg/kg. Une demi-baguette de 50 g apportera 415 ng d’OTA. La 
consommation seule d’une demi-baguette de pain à base d’orge conduirait à l’ingestion d’une quantité 
d’OTA supérieure (1,4 fois soit 138%) à la DJT. 
L’orge peut être aussi utilisé pour la préparation de gâteaux. La consommation est peut être assez  
ponctuelle pour certaines personnes, comme elle peut être assez fréquente pour des grands gourmands.  
Dix grammes de biscuits fourniront 83 ng d’OTA, soit 28% de la DJT. 
Dans le cas du riz, pour la préparation d’un repas à base de riz pour une personne on utilise 
une quantité de 100g. Si on considère que le riz est contaminé à 0,515µg d’OTA par kg, l’apport est de 
51,5ng d’OTA, cela représente 17% de la DJT fixée  pour une personne  de 60kg. 
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3.1.1.2 Dans le jambon 
 
La contamination dans les produits animaliers se fait en général par passage et accumulation 
dans les produits gras ; mais nous avons vu que cette contamination pouvait provenir du 
développement d’Aspergilli et Penicillia suite à un mauvais séchage. Cette contamination dépasse 
largement celle due au passage dans les tissus. 
Si on prend en considèration le jambon conditionné sous vide d’apparence normale, contaminé 
en surface à 478,2 µg/kg et à 71,2 µg/kg en profondeur, la consommation de trois tranches de jambon 
de 300 g apporte 164,8 µg, soit une teneur plus de 500 fois supérieure à la DJT.  
 
3.1.1.3 Dans le lait 
 
En se basant sur l’échantillon le plus contaminé en OTA qui est de 93,5 ng/l, la consommation 
d’un demi-litre de lait apporte 46,75 ng d’OTA. Cela représente 15% des apports journaliers tolérables 
(300 ng/jour) pour un homme de 60 kg. 
Un adulte peut consommer pour le petit déjeuner avec des céréales jusqu’à 250 ml de lait, soit 
un apport de 23,4 ng/jour, ce qui représente 7,8% de la DJT fixée pour une personne de 60 kg. 
Pour un enfant de 10 kg, la consommation d’un litre de lait (93,5 ng) représente plus de 1,5 
fois (187%)  la quantité journalière tolérable (50 ng/jour). Cet aliment est consommé quotidiennement 
par les enfants et à des quantités importantes nécessaires à leur croissance. Ceci est d’autant plus grave 
pour les enfants (population sensible) que la ZEA a aussi été retrouvée dans cet aliment.  
 
3.1.1.4 Dans le café 
 
Nous avons analysé l’OTA directement dans le café « boisson ». Sur la base de la valeur 
maximale retrouvée dans un café dosette, la tasse de café (50 ml) contient 4,043 ng. La consommation 
moyenne de café est de trois tasses par jour apportant ainsi 12,13 ng d’OTA journalièrement. Cette 
quantité représente 4% de la dose journalière tolérable pour un homme de 60kg (300ng/j). Un  fort 
consommateur de café peut boire sur une journée jusqu’à environ l’équivalent de 20 tasses de café, 
soit 27% de la DJT. 
 
3.1.2 L’apport en AFB1 
 
Les aflatoxines, notamment l'aflatoxine B1, sont des substances cancérogènes génotoxiques. 
Pour ce type de substances on considère qu’il n'existe aucun seuil en dessous duquel aucun effet 
néfaste n'est observé. Il n'est donc pas possible de fixer une dose journalière tolérable. En l'état actuel 
des connaissances scientifiques et techniques ainsi que des améliorations des modes de production et 
de stockage, il n'est pas possible d'éliminer complètement le développement de ces moisissures et, en 
conséquence, la présence des aflatoxines dans les produits. Il y a donc lieu de fixer des limites au 
niveau le plus faible qu'il soit raisonnablement possible d'atteindre (= principe ALARA as low as 
reasonnably achievable).  
La législation (JEFCA, 2001) a défini une dose journalière tolérable pour l’aflatoxine 
de 1ng/kg pc/j en se basant sur les études de  cancer du foie, soit 60ng/jour pour un homme de 60kg. 
 
3.1.2.1 Dans le jambon  
 
Dans notre étude, le jambon conditionné sous vide d’apparence normale présente une 
contamination en AFB1 de 0,41 µg/kg. Pour une consommation de 300g de jambon conditionné sous 
vide d’apparence normale, l’homme de 60kg va ingérer 123ng. Sur une journée, une consommation 
seule de jambon apporte une quantité d’AFB1 2 fois plus grande que la dose journalière tolérable en 
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3.1.3 L’apport en FB 
 
En 2002, le CIRC (Centre International de la Recherche sur le Cancer) a évalué la FB1.  Sur la 
base des études de carcinogénicité, il recommande une valeur limite de 300ng/kg pc/j. (18000ng/jour 
pour un homme de 60kg). Ceci implique donc une ingestion inférieure à 18 µg/jour pour un individu 
pesant 60 kg et inférieure à 3µg / jour pour un enfant de 10kg. C’est cette référence que nous avons 
retenu pour nos calculs. 
En ce qui concerne la contamination des aliments à base de maïs, la réglementation est entrée 
en vigueur le 1er Novembre 2007. Elle s’est partiellement appuyée sur l’évaluation effectuée par le 
centre international de la recherche sur le cancer, en février 2002 qui a classé la FB1 "potentiellement 
cancérogène pour l'homme" (groupe 2B). 
 
3.1.3.1 Dans le riz  
 
L’apport en FB via le riz le plus contaminé est de 15,4 µg/kg soit 1,54 µg par jour pour une 
ration de 100g de riz, c'est-à-dire environ 9% la DJT pour un adulte de 60 kg (18 µg/j).  
Pour un enfant de 10 kg en se fondant sur le potentiel cancérogène des fumonisines (300 ng/kg 
poids corporel/ jour) la dose journalière tolérable est de 3 µg/jour. Pour une consommation de 50 g de 
ce riz, 0,77 µg de FB sont ingérés. Cela représente 25% de la DJT.  
Ceci est préoccupant surtout pour les populations asiatiques pour lesquelles cet aliment est ingéré 
quotidiennement. Il est important de rappeler que la législation ne fixe aucune valeur limite en 
fumonisines dans le riz. 
 
3.1.4 L’apport en ZEA 
 
Les résultats des effets sur la reproduction chez le singe (No Observed Adverse Effect Level = 
dose sans effet de 50µg/kg/j) permettent de calculer une limite toxicologique de 100ng/kg/j prenant en 
compte un facteur de sécurité de 500. Néanmoins les instances réglementaires ont défini une dose 
journalière admissible pour la zéaralénone de 0,2µg/kg pc/j, soit 12µg/j pour un adulte de 60kg et 
2µg/j pour un enfant de 10kg. 
La législation qui a pris effet au 1er novembre 2007 impose de ne pas dépasser 100µg/kg dans 
les céréales pour petit-déjeuner. Pour les produits destinés aux enfants en bas âge (<3ans) la limite a 
été fixée à 20 µg/kg d’aliment. 
La zéaralénone n’est réglementée que dans les produits contenant du maïs, néanmoins on l’a 
retrouvé dans des échantillons de base de blé, avoine, riz, dépourvu de maïs et dans les céréales de 
petit déjeuner (Tozlovanu, 2008, Molinié et al., 2005). Dans notre étude sur les céréales nous nous 
sommes intéressés seulement à l’OTA et CIT. 
 
3.1.4.1 Dans le lait  
 
La quantité de zéaralénone ingérée via le lait contaminé (2,6 µg/l) est de 0,65µg pour 250ml 
de lait. Soit plus 5% de la DJT pour un adulte de 60kg (12µg/j). 
Pour une enfant de 10 kg, la consommation moyenne est de un litre de lait par jour. La 
quantité de ZEA apportée par jour est de 2,6µg, cela représente plus de 130% de la DJT pour un enfant 
de 10kg (2µg/kg). 
 
Nous avons reporté ces valeurs d’apport en mycotoxines dans le tableau 44 sur une journée 
pour évaluer les quantités ingérés par un adulte de 60 kg. Ces valeurs ingérées ont été comparées aux 
doses journalières tolérables vis-à-vis d’un effet cancérogène pour les mycotoxines cancérogènes : 
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Tableau 44 : Simulation de l'apport en plusieurs mycotoxines simultanément dans le cadre d’un menu d’une 
journée. Les toxines sont exprimées en ng/kg 
  AFB1 OTA ZEA* FB 
Petit déjeuner      
Un bol de céréales de petit déjeuner (30g) 
au lait (250ml) + 
23,4ng (lait) 
78ng (céréales) 650ng 2719 ng 
Une tasse de café    4ng   
Déjeuner      
½ baguette de pain au blé (50g)   21ng   
Une salade avec des olives (10g) 24,25 ng 6,7 ng   
2 tranches Jambon (300g) 123ng 164,8µg   
Un verre de vin + +   
Une tasse de café  4ng   
Collation      
Gâteaux aux céréales (10g)  83ng   
Une tasse de café  4ng   
Diner      
½ baguette de pain à l’orge (50g)   415ng   
Un plat de riz (100g)   51,5ng  1540ng 
Un verre de vin + +   
Une tasse de café  4ng   
Total  147,25ng 165494,6 650ng 4259ng 
Sur la base de la cancérogénèse ou 
l’œstrogènicité, la DJT est de 1 ng/kg/j 5ng/kg/j 200ng/kg/j 300ng/kg/j 
QJT d’un sujet de 60 kg en ng 60 ng 300ng 12000ng* 18000ng 
Dépassement de DJT d’un adulte de  60kg 
chaque jour 








*pour cette mycotoxine la valeur a été comparée à l’effet œstrogènique. 
DJT : dose journalière tolérable ; QJT : quantité journalière tolérable. 
 
Le signe + (indiqué dans le tableau) signifie la possibilité de présence de mycotoxines dans les 
aliments, mais par manque de données, nous indiquons juste leur existence. Les valeurs calculées sont 
donc sous-estimées puisque nous avons comptabilisé le taux de mycotoxines retrouvé dans les 
aliments que nous avons analysés nous mêmes (café, jambon, céréales). Nous avons ajouté les valeurs 
moyennes de contamination en OTA (668 ng/kg) et AFB1 (2425ng/kg) dans les olives selon les 
résultats obtenus par El Adlouni et al. (2006). Les taux moyen de contamination en mycotoxines 
(OTA=2,6µg/kg, FB1=90,65µg/kg) dans les céréales du petit-déjeuner utilisés dans le tableau ci-
dessus sont ceux obtenus par Molinié (thèse 2004). 
L’apport en mycotoxines peut être réalisé par d’autres aliments pouvant être consommés dans 
la même journée dans le cadre d’un repas complet. Il a été démontré que les mycotoxines peuvent être 
retrouvées dans les céréales de petit déjeuner, le café, le vin, la bière, les olives, les noix et les épices 
(Thèse Tozlovanu, 2008, Imperato et al., 2011).  
Il est important de rappeler que ces valeurs utilisées pour le calcul de la simulation ne prennent 
pas en compte le rendement de l’extraction. Ceci signifie que les quantités réelles en mycotoxines sont 
plus élevées. 
Les doses journalières tolérables (basées sur l’effet cancérogène) en OTA et AFB1 sont 
largement dépassées, plus de 550 fois pour l’OTA et 2,5 fois pour l’AFB1. Il convient néanmoins de 
pointer du doigt qu’en faisant notre stimulation une grande part de l’OTA et de l’AFB1 proviennent du 
jambon qui était anormalement moisi. Même en enlevant cette valeur, le taux d’OTA est 2,3 fois trop 
important. Quant à la FB et la ZEA les doses ingérées dans notre menu restent raisonnables. 
Néanmoins leur présence peut accentuer l’effet des deux autres mycotoxines comme nous le verrons 
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3.2 Alimentation animale 
 
Nous avons  calculé sur la base des résultats obtenus dans les croquettes de chat et de chien, 
l’apport en différentes mycotoxines pouvant être ingérées dans le cadre d’une ration pour un chat ou 
un chien.  
 
3.2.1 Pour les chats  
 
Nous avons calculé la moyenne en mycotoxines rencontrées dans trois croquettes de chat 
provenant d’éleveurs de la même marque (M). Les chats nourris avec ces trois aliments ont eu des 
problèmes de santé, qui seront développés dans le chapitre II. 
Nous avons simulé l’apport en mycotoxines dans une ration journalière pour un  chat de 3 kg, 
dont la ration journalière recommandée est de 45 g (tableau 45). 
 
Tableau 45 : Simulation de l'apport en plusieurs mycotoxines simultanément dans une ration de chat 
  AFB1 OTA ZEA* FB 
Concentration moyenne des 3 échantillons de 
la marque M 
1,37 µg/kg 0,73 µg/kg 53,52µg/kg 290,7µg/kg 
Quantité moyenne en mycotoxine dans 45g 
d’aliment (ng) (par jour) 
61,65ng  32,85 ng 2408,4 ng 13081,5 ng 
Sur la base de la cancérogénèse ou l’effet 
œstrogénique,  la DJT est de 
1 ng/kg/j 5ng/kg/j 200ng/kg/j 300ng/kg/j 
QJT d’un chat de 3 kg en ng 3ng 15ng 600ng* 900ng 








*pour cette mycotoxine la valeur a été comparée à l’effet œstrogénique. 
DJT : dose journalière tolérable ; QJT : quantité journalière tolérable 
 
Dans tous les cas, la dose journalière tolérable vis-à-vis d’un effet cancérogène est largement 
dépassée pour les mycotoxines cancérogènes : AFB, OTA et FB (en se basant sur les doses établies 
par les études de cancérogénicité). Pour la toxine œstrogénique (ZEA), les taux obtenus dans ces 
croquettes de chat dépassent de 4 fois les doses établies en se basant sur des études de perturbation du 
cycle œstrogénique. 
 
3.2.2 Pour les chiens  
 
Nous avons simulé l’apport en mycotoxines dans une ration journalière pour un chiot de 2 kg, 
un chien moyen de 10 kg et un chien adulte de 25 kg, les quantités journalières recommandées sont en 
moyenne respectivement de 40 g, 150 g et 300 g (tableau 46). 
Nous avons calculé la moyenne en mycotoxines retrouvées dans les croquettes de chien 
analysées à la demande de l’INC selon leur emploi (pour chiot ou pour adulte). 
Pour la simulation du chiot (2kg), nous avons calculé la moyenne de l’apport en mycotoxines 
dans les cinq croquettes destinées à l’alimentation pour chiot (36, 37, 38, 39, 40).  
Pour la simulation du chien de 10 kg, nous avons calculé la moyenne en mycotoxines 
apportées par les croquettes destinées à l’alimentation des chiens de 1 à 10 kg (catégories adulte et 
sénior) (11, 13, 14, 15, 21, 22). 
Pour la simulation du chien de 25kg, l’apport en mycotoxines a été calculé à partir des 
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Tableau 46 : Simulation de l'apport en plusieurs mycotoxines simultanément dans une ration de chien 
 AFB1 OTA ZEA* FB 
Sur la base de la cancérogénèse ou 
l’œstrogènicité,  la DJT est de  
1ng/kg/j 5ng/kg/j 200ng/kg/j 300ng/kg/j 
Chiot de 2kg 
Concentration moyenne des 5 croquettes 
de chiot (26-30) 
6ng/kg 0,63 µg/kg 8,5µg/kg 43µg/kg 
Quantité moyenne en mycotoxine dans 
40g d’aliment (ng) (par jour) 
0,24ng 25,2ng 340ng 1720 ng 
QJT d’un chiot de 2 kg en ng 2ng 10ng 400ng 600ng 








Chien de 10 kg 
Concentration moyenne des 10 
croquettes de chien adulte (1-10) 
0,035µg/kg 0,53 µg/kg 13,1µg/kg 131,67µg/kg 
Quantité moyenne en mycotoxine dans 
150g d’aliment (ng) (par jour) 
5,25ng 79,5ng 1965ng 19750,5ng 
QJT d’un chien moyen de 10 kg en ng 10ng 50ng 2000ng 3000ng 








Chien de 25kg 
Concentration moyenne des 10 
croquettes de chien adulte (1-10) 
0,02µg/kg 0,87 µg/kg 7,43µg/kg 118,9µg/kg 
Quantité moyenne en mycotoxine dans 
300g d’aliment (ng) (par jour) 
6ng 261ng 2229ng 35670ng 
QJT d’un chien adulte de 25 kg en ng 25ng 125ng 5000ng 7500ng 








*pour cette mycotoxine la valeur a été comparée à l’effet œstrogènique. 
DJT : dose journalière tolérable ; QJT : quantité journalière tolérable 
 
Les doses journalières tolérables vis-à-vis d’un effet cancérogène sont largement dépassées 
dans les croquettes de chien pour les mycotoxines cancérogènes (OTA et FB).  
En ce qui concerne les mycotoxines (AFB1 et la ZEA), les doses tolérables ne sont pas dépassées mais 
restent importantes, elles représentent de 12% à 98% de la DJT. 
Ces deux tableaux permettent de montrer que les DJT sont dépassées pour les toxines dans les 
croquettes de chat et de chien. De plus, comme nous le savons, la présence simultanée de plusieurs 
mycotoxines a un effet synergique, ce qui aggrave d’avantage leurs effets sur la santé humaine et 
animale. 
 
4. Conclusion du chapitre 
 
Les mycotoxines de champ (FB, ZEA, DON) et les mycotoxines de stockage (OTA, CIT, 
AFB) ont été recherchées dans l’alimentation humaine et animale. Sur l’ensemble des échantillons 
analysés (d’origine animale ou végétale), une multi-contamination est présente. Certains échantillons 
dépassent la limite autorisée en alimentation humaine (pour nourrissons). 
Certaines mycotoxines ont une toxicité aiguë très marquée, mais il est exceptionnel en Europe 
d'être intoxiqué par une seule ingestion d'aliment contaminé. Par contre il est important de s’intéresser 
à l'exposition répétée à de faibles doses (effets chroniques) pouvant notamment être à l’origine de 
cancer. Nous avons montré que sur une journée, les doses journalières tolérables peuvent être 
dépassées pour plusieurs toxines simultanément.  
Non seulement, ces toxines se retrouvent en co-contamination mais elles sont résistantes au 
procédé de transformation, ce qui les rend encore plus dangereuses pour la santé humaine et animale. 
Il est donc primordial de mener des recherches sur le mode de toxicité individuelle et en co-
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Dans ce chapitre, le but de notre étude est d’étudier les effets combinés de l’ochratoxine A 
(OTA) à la citrinine (CIT) et /ou à la fumonisine B1 (FB1), souvent trouvées simultanément, 
notamment dans les Balkans où sévit la néphropathie endémique (Peraica et al., 1999). 
L’OTA est aussi fréquemment associée à la zéaralénone (ZEA), ce qui pourrait entraîner une baisse de 
la fertilité chez les animaux d’élevage. 
L’impact de telles multi-contaminations est peu étudié, bien que quelques études pointent des 
effets de synergie (Speijers et al., 2004). 
Dans une première partie, nous avons étudié l’effet cytotoxique de l’OTA, la CIT, la ZEA et la 
FB1 seules ou en combinaison sur des lignées cellulaires, les cellules rénales d’opossum (OK), les 
cellules rénales humaines (HK2) et les cellules de glandes mammaires humaines (MCF7).   
Nous avons suivi l’effet combiné sur la viabilité cellulaire et sur la génotoxicité. L’effet génotoxique 
de ces mycotoxines seules ou en combinaison a été recherché sur les cellules rénales humaines (HK2). 
Dans une deuxième partie, deux études animales sur le rat et le porc portent sur l’effet 
génotoxique au niveau rénal de l’OTA et de la FB1  combinées.  
Dans la troisième partie nous décrivons des études de terrain : la baisse de la fertilité et de la 
tératogénicité chez le chat ; la relation entre la présence des mycotoxines dans l’alimentation des 
chevaux et le décès de ces animaux. 
 
1. Effet sur les cellules  
 
Nous avons suivi l’effet des mycotoxines combinées sur la viabilité cellulaire et sur la 
génotoxicité. Nous avons choisi les cellules rénales car le rein est un organe cible pour l’OTA, la CIT 
et la FB1. Comme la ZEA a un effet œstrogénique, nous avons utilisé dans ce cas les cellules humaines 
de glandes mammaires (MCF7). 
 
1.1 Evaluation de l’effet cytotoxique de l’OTA, de la CIT et de la FB 
 
1.1.1 Comparaison  de l’exposition des cellules rénales humaines (HK2) et d’opossum (OK) à  
l’OTA, la CIT, la FB1 
 
Nous avons comparé l’effet de chaque toxine prise individuellement sur les deux types 
cellulaires (HK2 et OK) (voir figure 92). 
 
1.1.1.1 Effet de l’OTA  
 
Les cellules rénales d’opossum (OK) sont plus sensibles à l’OTA que les cellules rénales 
humaines (HK2). Une diminution de la viabilité cellulaire est observée à partir de 1µM. Cette 
cytotoxicité est dépendante de la concentration de l’OTA. L’effet cytotoxique de l’OTA sur la lignée 
rénale humaine (HK2) n’est visible qu’à partir de 5µM. Les cellules OK ne possèdent pas de système 
de sulfoconjugaison donc on peut penser que cette voie de métabolisation est protectrice. Ces cellules 
sont pourvues du système de glutathion-conjugaison (Caldwell, 1980), ceci confirme que cette voie est 
néfaste pour la métabolisation de l’OTA. 
 
1.1.1.2 Effet de la CIT  
 
L’effet de la citrinine diffère selon le temps d’exposition. Sur les HK2, la CIT provoque un 
effet cytotoxique à 24h (rose) et un effet proliférateur à 48h (rouge). Sur les OK, la CIT n’a quasiment 
pas d’effet à 24h (bleu). Par contre, après 48h d’exposition (jaune), on observe un effet cytotoxique 
mais moins important que celui observé sur les cellules rénales humaines (HK2) 24h. 
 
1.1.1.3 Effet de la FB1  
 
Quelque soit le temps d’exposition (24h ou 48h), la cytotoxicité induite par la FB1 sur la lignée 
rénale humaine (HK2) est légèrement plus marquée que celle observée sur la lignée rénale d’opossum 
(OK). Pour les cellules d’opossum (OK) la mort cellulaire ne dépasse pas 10% à 24h et 25% à 48h de 
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traitement. Pour la lignée rénale humaine (HK2), la cytotoxicité atteint jusqu’à 40% à 25µM après 48h 
d’exposition. Le peu de différences entre les deux types cellulaires indique que les effets observés 
suite à une exposition à la FB dépendent peu, voire pas du tout du potentiel métabolique lié à la sulfo-
conjugaison.   
   
 
 
Figure 92 : Comparaison du taux de survie des cellules rénales humaines (HK2) et d’opossum (OK) en fonction 
des doses d’OTA, de CIT et de FB1 seules après 24h et 48h d’exposition. 
 
 Les cellules rénales HK2 étant plus sensibles que les OK aux trois mycotoxines testées, nous 
avons choisi de poursuivre les études uniquement sur les HK2. 
 
1.1.2 Viabilité des cellules rénales humaines (HK2) exposées aux mycotoxines(OTA, CIT, 
FB) 
1.1.2.1 Effet de l’OTA,  de la CIT,  de la FB1 sur les HK2 
 
L’effet des trois toxines (OTA, CIT, FB1) prises individuellement sur la viabilité des cellules 
rénales humaines (HK2) est schématisé dans la figure 93.  
 
Figure 93 : Comparaison du taux de survie des cellules rénales humaines (HK2) en fonction des doses d’OTA, 
de CIT et de FB1 seules après 24h et 48h d’exposition. 
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Après 24 h d’exposition, la CIT et la FB ont un effet cytotoxique qui est dose-dépendant. A 
24h, la CIT est plus cytotoxique que la FB1, cette différence est très importante et significative pour les 
fortes expositions. Aux doses où l’OTA est cytotoxique (> 5µM), elle est plus cytotoxique que la FB1. 
L’OTA est cytotoxique pour des expositions supérieures à 5µM. L’effet cytotoxique 
s’amplifie après 48h lors d’une exposition à la FB et à l’OTA. Des concentrations d’OTA non 
cytotoxiques le deviennent à 48 h. Par contre après 48 h d’exposition, la CIT  n’est plus cytotoxique, 
on observe même une légère prolifération qui est significative. 
 
1.1.2.2  Effet  de la coexposition des cellules HK2 à l’OTA et la CIT ou l’OTA plus CIT et FB1 
 
Le traitement combiné OTA et CIT après 24h de traitement a été comparé à l’OTA seule et à 
la CIT seule (figure 94). Comme nous l’avons vu précédemment, la CIT est cytotoxique sur toute la 
gamme testée, quant à l’OTA, elle n’entraîne une cytotoxicité qu’à partir de 5µM. L’effet combiné des 
deux toxines (OTA et CIT) à 24h entraîne aussi une cytotoxicité à partir de 5µM. Cette cytotoxicité est 
nettement plus importante que pour chaque toxine seule. Il y a une amlification. 
L’exposition des cellules aux trois toxines simultanément entraîne des effets sur la viabilité cellulaire 
avec un profil similaire à celui de l’OTA seule dans la gamme de concentration testée (de 1µM à 
50µM). 
 
Figure 94 : Comparaison du taux de survie des cellules rénales humaines (HK2) en fonction des doses d’OTA et 
de CIT seules et combinées après 24h d’exposition. 
 
1.1.2.3 Effet de la co-exposition des cellules HK2 à l’OTA et la FB1 ou l’OTA et la CIT et la FB1 
 
Nous avons comparé l’effet combiné de l’OTA et de la FB1 à l’OTA seule ou à la FB1 seule 
(figure 95). Alors que les deux toxines seules entrainent une cytotoxicité, lorsqu’elles sont combinées, 
on observe une prolifération à 24h comme à 48h. La prolifération s’amplifie à 48h pour les faibles 
doses. Alors que pour les fortes doses on note une cytotoxicité mais nettement moins importante que 
pour les toxines seules. Il y a donc un effet antagoniste. 
Le fait d’exposer les cellules aux trois toxines simultanément (OTA et CIT et FB1) provoque le même 
effet que lorsqu’il n’y avait que les deux toxines (OTA et FB1) sauf à la plus forte concentration après 
24h d’exposition. A cette dose on note une amplification de la cytotoxicité. Cette amplification n’est 
plus observée après 48h d’exposition 
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Figure 95 : Comparaison du taux de survie des cellules rénales humaines (HK2) en fonction des doses d’OTA, 
de FB1 seules et combinés après 24h et 48h d’exposition. 
 
1.1.2.4  Effet  de la co-exposition des cellules HK2 à la FB1 et la CIT ou à l’ OTA et la CIT et la FB1  
 
Nous avons testé l’effet combiné des trois mycotoxines (FB1 et CIT, FB1 et OTA, FB1 et OTA 
et CIT). Les résultats sont représentés sur la figure 96.  
 
 
Figure 96 : Comparaison du taux de survie des cellules rénales humaines (HK2) en fonction des doses de CIT, 
de FB1 seules et combinés après 24h et 48h d’exposition. 
 
Lorsque les cellules sont exposées simultanément à des concentrations équivalentes de FB et 
de CIT, on observe à 24h comme à 48h d’exposition, une prolifération cellulaire, alors que les toxines 
séparément sont cytotoxiques. Il y a donc un effet antagoniste. 
Après 48h d’exposition, la courbe FB1 plus CIT se superpose à celle de la CIT seule. Lorsque 
les trois toxines sont présentes simultanément, l’effet est similaire à celui observé lorsque les cellules 
ne sont exposées qu’à la FB1 et à la CIT pour les doses inférieures à 10 µM.  
Par contre, l’exposition aux trois toxines (10 µM) entraîne une cytotoxicité équivalente à celle 
observée quand les cellules sont exposées à la FB seule pendant 24 h. A 48 h, l’effet cytotoxique des 
trois toxines combinées est moins important que l’effet de la FB seule. 
 
L’ensemble des résultats obtenus sur la viabilité cellulaire de cellules exposées simultanément 
à l’OTA, la CIT et la FB rejoignent partiellement les études faites par d’autres auteurs. Knecht et al., 
2005 ont mesuré l'activité métabolique et la viabilité des cellules de tubules proximaux humaines 
(IHKE) exposées à l’OTA (25 et 50 nM) et/ou à la CIT (0,25 ; 1 ; 2,5 ; 5 ; 7,5 et 15µM). L’activation 
de la caspase 3 comme marqueur d'apoptose a été examinée à la fois pour des expositions aux 
mycotoxines individuellement ou en combinaison. Les résultats sont complexes puisque la réponse 
varie d’aucun effet à effet antagoniste en passant par un effet additif suivant la concentration en CIT. 
Ainsi la CIT a un effet antagoniste sur l'activation de la caspase 3 induite par l'OTA à des 
concentrations en CIT de de 2,5 et 5 µM. Les concentrations les plus élevées (7,5 et 15 µM) 
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conduisent à effets additifs alors que les faibles concentrations de CIT (0,25 et 1µMl) ne modulent pas 
l'activation de la caspase 3. Au sein de notre équipe des résultats similaires ont été obtenus. Lorsque 
les concentrations en CIT sont plus faibles que celles d’OTA, une diminution de la toxicité due à 
l’OTA seule est observée. Par contre, lorsque le taux de CIT est supérieur ou égal à celui de l’OTA, 
une  toxicité accrue de celle de l’OTA est observée. Ceci indique que les mécanismes mis en jeu par 
les deux toxines ne sont pas identiques (Molinié, 2004 ; Tozlovanu, 2008 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 
2008).  
Seules quelques études ont jusqu'ici exploré in vitro les interactions cytotoxiques ou 
apoptotiques entre la FB1 et l’OTA (Creppy et al., 2004). Un effet cytotoxique synergique de la FB1 et 
de l’OTA a été observé sur des cellules rénales de singe (green monkey kidney Vero cells), des cellules 
de gliome du cerveau de rat et des cellules intestinales humaines Caco-2 (Creppy et al., 2004). 
Klaric et al. (2008)  ont étudié la survie des cellules épithéliales rénales de porc (PK15) exposées à 
l’OTA, la FB1 et la beauvericine (BEA) individuellement ou combinées en mesurant l'activité de la 
lactate déshydrogénase (LDH), l'indice d'apoptose et l’activité caspase-3. Les cellules ont été traitées 
avec 0,05 ; 0,5 et 5 µg/ml de chaque mycotoxine ou avec la combinaison de deux ou des trois pendant 
24 et 48 h. Une augmentation significative de l'activité LDH a été observée après 48h d'exposition à la 
plus forte concentration de FB1 (145%), de BEA (beauvericine) (184%) et d’OTA (177%) en 
comparaison au témoin (100%)  L’OTA a augmenté l’activité caspase-3 après 24h de traitement avec 
0,5 µg/ml (84%), tandis que la BEA (319%) et la  FB1 (419%) n’affectent significativement l’activité 
enzymatique qu’après 48h. Le traitement combiné par FB1, BEA et OTA conduit principalement à des 
effets additifs sur l’activité de la LDH et à des effets additifs et synergiques sur les effets de l’activité 
caspase-3 et l'indice apoptotique (Klaric et al., 2008). Ceci est en accord avec certaines études 
précédentes sur les cellules rénales humains IHKE et les cellules rénales porcines LLC-PK1 (Schwerdt 
et al., 1999 ; Seefelder et al., 2003; Gopee et al., 2003; Petrik et al., 2005).  
 
1.1.2.5 Effet de l’exposition des  HK2  à l’OTA ou à la ZEA seule  ou aux deux toxines 
simultanément  
 
Nous avons évalué la survie des cellules rénales humaines (HK2) exposées à des 
concentrations croissantes d’OTA et/ou de ZEA  à 24 et 48h d’exposition (figure 97). 
 
Figure 97 : Comparaison de l’effet des fortes doses d’OTA, ZEA seule et OTA+ZEA sur la survie des cellules 
rénales humaines HK2. 
 
Pour les fortes doses d’OTA (> 2,5µM), on note une cytotoxicité significative s’amplifiant 
après 48h d’exposition. 
Même après exposition des cellules aux fortes doses de ZEA, la viabilité cellulaire des cellules 
rénales humaines (HK2) n’est pas affectée.  
La viabilité des cellules HK2 traitées avec le mélange (OTA+ZEA), présente un profil similaire à celui 
obtenu par le traitement à l’OTA seule.  
 
Résultats et discussions. Chapitre II. Les effets toxiques de la multi-contamination par les mycotoxines 
 208 
 
Figure 98 : Comparaison de l’effet des petites doses d’OTA, de ZEA seules ou combinées sur la survie des 
cellules rénales humaines HK2. 
 
Pour les faibles concentrations (<1µM), l’OTA a un effet proliférateur sur les cellules HK2 à 
partir de 10 nM après 24h d’exposition. Après 48h d’exposition à l’OTA, nous avons observé une 
prolifération jusqu’à 500nM d’OTA (figure 98). 
Pour des concentrations entre 5nM et 50 nM, la ZEA entraîne une prolifération cellulaire plus marquée 
à 48h qu’à 24h. Pour des concentrations supérieures à 100nM, la ZEA n’affecte pas la viabilité des 
cellules HK2 après 24h d’exposition.  
Après 24h de traitement des cellules rénales par les deux toxines (OTA plus ZEA), un léger 
effet proliférateur est observé à partir de 5nM, mais moins important que celui de l’OTA seule. 
On constate que le traitement simultané (OTA et ZEA) à petites doses (5nM à 1µM), n’a pas d’effet 
sur la viabilité cellulaire des HK2 après 48h d’exposition des cellules. 
 
1.1.3 Viabilité des cellules humaines mammaires (MCF7) exposées à l’OTA et /ou la ZEA 
 
Nous avons testé l’OTA et la ZEA ainsi que la combinaison (OTA plus ZEA) sur les cellules 
mammaires humaines (MCF7) (figure 99 et 100). Cette lignée cellulaire est un modèle d’étude pour 
les perturbateurs endocriniens. 
 
1.1.3.1 Effet de l’OTA et ZEA seule et OTA+ZEA sur la viabilité des cellules MCF7 
 
 
Figure 99 : Comparaison de l’effet des fortes doses d’OTA, ZEA seule et OTA+ZEA sur la survie des cellules 
mammaires humaines MCF7.  
 
Après 24h de traitement à l’OTA à fortes doses, aucun effet n’est observé sauf pour 25µM, 
dose entrainant une légère cytotoxicité (<20%). Après 48h d’exposition à l’OTA, une prolifération 
cellulaire significative est observée avec 2,5µM et 5µM (20%). 
L’exposition à la ZEA, provoque une faible cytotoxicité (20%) après 24h de traitement suivie 
d’une prolifération cellulaire après 48h d’exposition pour les mêmes doses.  
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A 24h, le traitement combiné par les 2 toxines (OTA et ZEA) aux  fortes doses, se superpose à 
l’effet de ZEA seule (cytotoxicité).  L’effet cytotoxique continue à s’amplifier à 48h. Alors qu’aucune 
des 2 toxines n’est cytotoxique à ce temps d’exposition. Il y a donc un effet antagoniste après 48h. 
 
 
Figure 100 : Comparaison de l’effet des petites doses d’OTA, ZEA seule et OTA+ZEA sur la survie des cellules 
mammaires humaines MCF7.  
 
Pour les petites doses (0,5 nM à 100nM), l'OTA seule provoque une légère cytotoxicité après 
24h de traitement. Après 48h de traitement, l’OTA reste légèrement cytotoxique pour 0,5nM. 
Pour les faibles concentrations de ZEA, aucune modification de la viabilité cellulaire des 
MCF7 n’est observée après 24h de traitement. Après 48h d’exposition, la ZEA entraîne une 
prolifération cellulaire des MCF7 dose dépendante. 
La réponse au traitement simultané des MCF7 par l'OTA et la ZEA a la même tendance que 
celle observée lors de l’exposition à la ZEA seule quelque soit le temps d’exposition pour les faibles 
doses testées. Ceci montre bien que l’effet de ZEA prime sur celui de l’OTA sur ces cellules MCF7 
(glandes mammaires), qui représentent l’organe cible de la ZEA.  
 
1.1.3.2 Comparaison de l’effet de l’OTA, et la ZEA  sur la viabilité des cellules rénales humaines 
(HK2) et des cellules mammaires humaines (MCF7) 
 
Les deux modèles cellulaires (HK2 et MCF7) ne se comportent pas de manières identiques 
vis-à-vis des deux mycotoxines et vis-à-vis des concentrations de toxines testées ( voir figure 101). 
 
 Effet sur les HK2 
 
Les cellules HK2 (rénales) sont seulement affectées par l’OTA. Un effet cytotoxique est observé.  
La ZEA n’a pas d’effet sur les HK2. Ceci est du au fait que ce n’est pas l’organe cible de cette toxine.  
L’effet combiné des 2 toxines (OTA plus ZEA) sur les HK2 aux fortes doses (2,5µM-25µM) présente 
un profil cytotoxique similaire à celui obtenu par le traitement à l’OTA seule.  
 
 Effet sur les MCF7 
 
L’OTA n’a pas d’effet sur les MCF7 à 24h. Par contre, il a été observé un effet proliférateur après 
48h d’exposition pour les doses de 2,5 et 5µM d’OTA. 
En ce qui concerne les cellules MCF7, elles sont sensibles à la ZEA. Avec les fortes doses de ZEA, 
l’effet diffère entre les 2 temps d’exposition, on note une cytotoxicité à 24h suivie d’une prolifération 
cellulaire des MCF7 à 48h. 
 




Figure 101 : Comparaison du taux de survie des cellules rénales humaines (HK2) et les cellules mammaires 
humaines (MCF7) en fonction des doses OTA et ZEA après 24h et 48h d’exposition. 
 
Ces résultats montrent que les deux toxines n’ont pas la même cible, puisque leur 
comportement diffère suivant le type cellulaire. Il est intéressant de noter que chacune des toxines 
induit des effets dans le type cellulaire correspondant à leur organe cible (tissu rénal pour l’OTA, effet 
œstrogénique pour la ZEA). 
La lignée MCF7 est utilisée dans l’étude de l’effet œstrogénique car elle possède des recepteurs 
d’œstrogènes et répond par prolifération aux œstrogènes. Elle possède le gène sauvage codant la 
protéine p53, responsable de la réparation de l’ADN en cas d’altération de ce dernier. Elle a été 
utilisée souvent  dans des études sur la prolifération cellulaire induite par la ZEA et ses dérivés pour 
tester les effets œstrogéniques (Minerva et al., 2005). 
Yu et al. (2005) ont montré que l’exposition des cellules MCF7 à la ZEA  (2 à 96 nM) stimule 
la prolifération des cellules par inhibition de l'apoptose d'une manière dose-dépendante. La protéine 
Bcl-2 (protéines anti apoptose) est induite, tant au niveau des protéines que de l’ARNmessager. A 
l’inverse il y a inhibition de BAX (facteur pro-apoptose). L'activité proliférative de la ZEA est due à 
l'inhibition de l'apoptose par la modulation du ratio bax/bcl2  (Yu et al., 2005). 
Wang et al. (2010) ont démontré que la ZEA (10 et 20 nM) stimule la prolifération des cellules MCF-
7). La ZEA augmente considérablement l'expression des ARNm α des récepteurs des œstrogènes (ER). 
La génistéine (GEN) (un phytoestrogène naturelle d'isoflavones) à une concentration de 16 et 32 µM 
inhibe la prolifération des cellules MCF-7 qui a été induite par la ZEA, en régulant l'expression des 
récepteurs des œstrogènes (ER), Bax et Bcl-2. Dans les traitements de co-contamination de génistéine 
et la ZEA, l’expression de l'ARNm (ER) diminue, bcl-2 diminue et Bax augmente par rapport à ceux 
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1.2 Impact des mycotoxines sur la génotoxicité 
1.2.1 Effets génotoxiques de l’OTA, CIT et FB1 sur les cellules HK2  
 
Lors d’études précédentes, il a été démontré que l’OTA est génotoxique en formant des 
adduits covalents à l’ADN (Pfohl-Leszkowicz  & Manderville, 2007; Mantle et al., 2010). L’OTA est 
un cancérogène formant des adduits à l’ADN suite à la formation de quinone (Pfohl-Leszkowicz & 
Castegnaro, 2005, Tozlovanu et al., 2006a, ;  Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007). 
La génotoxicité de l’OTA a été prouvée par la détection des adduits covalents à l’ADN par la 
technique de post-marquage dans les reins et autres organes de plusieurs animaux (Manderville & 
Leszkowicz, 2006). Il a été  montré que l’OTA induit une adduction au niveau de l’organe cible, le 
rein, chez le rat (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993b). Les adduits varient d’un organe à l’autre et d’une 
espèce à l’autre en fonction des voies de métabolisation (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993a;  Pfohl-
Leszkowicz et al., 1993b; Pfohl-Leszkowicz et al., 2005a). 
 La néphropathie endémique des Balkans et les cancers des voies urinaires associées, sont 
vraisemblablement dus à l’exposition non seulement de l’OTA mais aux aussi aux autres mycotoxines 
retrouvées simultanément notamment la CIT et la FB (Peraica et al., 2008). 
 
Pour évaluer l’effet combiné, nous avons exposé des cellules rénales humaines (HK2) à ces 
toxines (OTA/CIT/FB1) seules ou combinées à la concentration de 0,5µM pendant 2h, 7h et 24h. Un 
exemple de profils d’adduit est présenté dans la figure 102. 
 
 
Figure 102 : Formation d’adduit à l’ADN sur les cellules rénales humaines (HK2) par l’OTA seule, la CIT seule 
et la FB1 seule. 
 
La FB1 seule n’induit aucun adduit à l’ADN quelque soit le temps de traitement (2h, 7h et 
24h). Elle est considérée comme non génotoxique par elle même. 
Aucun adduit n’a été observé lorsque les cellules sont exposées à l’OTA pendant 2h. Les 
adduits n’apparaissant qu’après 7h d’exposition à l’OTA. Les adduits Q1 et Q2 correspondent à la 
formation d’OTHQ forme quinone de l’OTA (correspondant à la substitution du chlore par un 
groupement OH) sont formés à 7h et 24h d’exposition (figure 102).  
L’adduit C-C8 dG-OTA (C8) n’est observé qu’après 24h d’exposition. L’apparition 
progressive des adduits en fonction du temps a été déjà observée précédemment par Tozlovanu et al. 
(2006a). L’adduit C-C8 dG-OTA (figure 103) est formé tardivement dans les cellules. Ce décalage 
dans l’apparition des adduits est du au fait que l’OTA doit être métabolisée en OTHQ (figure 103).Ce 
résultat est particulièrement intéressant puisque cet adduit est observé surtout dans les cellules 
tumorales, lorsque la cyclooxygénase et la lipoxygénase sont induites (Pfohl-Leszkowicz & 
Castegnaro, 2005). 
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La CIT après 2h de traitement induit trois adduits (a, b, c) sur les cellules rénales humaines 
(HK2), différents de ceux observés avec l’OTA. Ces adduits après 24h d’exposition ont totalement 
disparu. Ceci est particulièrement intéressant puisqu’à 48h d’exposition on constate qu’au lieu d’y 
avoir une mort cellulaire, il y a au contraire une prolifération cellulaire. La réparation des adduits 
provoqués par la CIT est peut être à l’origine de mutations modifiant l’expression de protéines 
impliquées dans la division cellulaire. 
Ces trois adduits avaient été observés lorsque les cellules humaines bronchiques (WI) étaient traitées 
avec de la CIT seule (Pfohl-Leszkowicz et al., 2008). Cette formation est fonction de la dose. Après 
24h,  le nombre d’adduit diminue puis à trois jours, plus aucun adduit n’a été détecté (Molinié, 2004). 
La réparation dans les cellules bronchiques humaines est plus longue que dans les cellules rénales. 
      
 
Figure 103 : Formation de l’OTHQ à partir de l’OTA (à gauche),  structure chimique de l’adduit C-C8 dG-OTA 
(C8) (àdroite). 
  
Lorsque les cellules ont été traitées simultanément avec plusieurs toxines, une modulation des 
adduits est observé (figure 104). 
 
 
Figure 104 : Formation d’adduit à l’ADN sur les cellules rénales humaines (HK2) suite à l’exposition 
simultanée de plusieurs toxines après 2h de traitement. 
 
Lors du traitement simultané des cellules rénales (HK2) par les 2 toxines (FB1 et CIT), aucun 
adduit n’est détecté. Ceci signifie que la FB  empêche la génotoxicité de la CIT. 
Lorsque les cellules rénales humaines (HK2) sont traitées avec l’OTA et la CIT ou l’OTA et la FB1, ou 
avec les trois toxines, les profils d’adduit sont similaires entre eux et présentent des analogies avec le 
profil obtenu quand les cellules sont traitées par l’OTA seule. Les adduits OTHQ sont détectés dans 
tous les cas. L’adduit Q2 et le C-C8 dG-OTA sont amplifiés lorsque les cellules sont incubées avec les 
trois toxines. Un nouvel adduit X apparaît. 
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Les adduits retrouvés après exposition à l’OTA+ la CIT diminuent après 7h et disparaissent au bout de 
24h d’exposition. Ceux observés après exposition à l’OTA et la FB1 persistent après 24h de traitement. 
Au sein du laboratoire, il a été montré « un effet dose » lors d’une exposition des cellules à 
l’OTA. Le taux d’adduit augmente avec l’augmentation de la concentration en OTA sur les cellules 
rénales humaines et bronchiques humaines. D’autre part, il a été observé « un effet temps ». Quelles 
que soient les concentrations en OTA (0,5 ; 1 ; et 2,5µM), la formation des deux adduits « OTHQ » 
atteignent un maximum après 7h d’exposition, puis finissent par disparaître complètement après 48h.  
La formation du C-C8dG-OTA est observée après exposition aux faibles doses (0,5 et 1 µM). Pour 
une exposition à 1µM, la formation de cet adduit augmente jusqu’à 24h. Cet adduit a aussi disparu à 
48h (Tozlovanu, 2008). 
L’exposition aux 3 toxines (OTAet CIT et FB1) n’induit  les adduits que lorsque les cellules sont 
traitées 2h. Nous observons à ce temps là les trois adduits spécifiques de l’OTA. La réparation est 
donc très rapide contrairement à l’exposition à l’OTA seule ou combinée à la FB1. La combinaison des 
trois a accéléré la métabolisation de l’OTA en composé génotoxique ; et comme précédemment la 
réparation a modifié la viabilité cellulaire qui est augmentée à 48h comparativement à 24h. 
L’ensemble de ces résultats indiquent que la formation des adduits spécifiques de l’OTA prime 
sur les adduits de la CIT lorsque ces dernières se retrouvent simultanément.  
 
1.2.2 Effets génotoxiques de l’OTA et ZEA  sur les cellules HK2 
 
Il est assez fréquent de retrouver simultanément l’OTA et la ZEA dans les élevages de porcs. 
C’est pour cela que nous avons testé l’effet combiné de ces deux toxines. Comme nous l’avons vu 
précédement lorsque les cellules rénales sont traitées avec l’OTA seule nous avons essentiellement 
trois adduits qui sont formés après 7h d’exposition à une concentration de 0,5µM d’OTA. 
 
1.2.2.1 Traitement avec la ZEA seule 
  Les cellules HK2 ont  été exposées à la ZEA à doses croissantes: 0,01; 0,1; 0,5; 1 et 5 µM 
pendant 2 heures, 7 heures ou 24 heures. Un profil typique d’adduit du à la ZEA est schématisé dans la 
figure 105. 
 
Figure 105 : Formation des adduits à l'ADN des cellules rénales humaines par la ZEA: a- traitement 24 heures 
0,5 µM ZEA.  
Les profils d’adduits obtenus par un traitement de ZEA après 24 heures sont différents de ceux 
obtenus par l’OTA, et présente deux spots (figure 105). Les deux adduits Z1 ; Z2  sont formés dès 
deux heures (2h) d’exposition. 
Ceci est en accord avce d’autres travaux sur la génotoxicité de la ZEA. La ZEA forme des adduits à 
l’ADN dans le foie et le rein de souris Balb/C identifiés par la  méthode de post-marquage au P32 
(Pfohl-Leszkowicz et al., 1995 ; Grosse et al., 1997). La ZEA induit la fragmentation de l'ADN et la 
formation de micronoyaux dans les cellules de DOK (lignée cellulaire humaine établie à partir de 
dysplasie muqueuse buccale), les cellules de rein de singe (Vero) et les cellules Caco-2 (humaine 
intestinales) (Abid-Essefi et al., 2003 ;  2004), ainsi que dans les cellules de moelle osseuse de souris 
(Ouanès et al., 2003). Elle induit des échanges de chromatides sœurs, des aberrations 
chromosomiques, et la polyploïdie dans les cellules ovariennes de hamster chinois (Creppy et al., 
2002 ;  Zinedine et al., 2007). Il a été montré que la ZEA cible la mitochondrie et / ou les lysosomes, 
induit la peroxydation des lipides, la mort des cellules et inhibe les synthèses protéiques et de l'ADN 
(Kouadio et al., 2005).  
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1.2.2.2 Coexposition des cellules HK2 à l’OTA et à la ZEA  
Les cellules rénales humaines HK2 ont été traitées simultanément par l'OTA et  la ZEA. Les 
profils ci-dessous correspondent à l’exposition des cellules pendant 7h aux toxines. Les proportions 
d’OTA et de ZEA sont variables.  
Il est à noter que seul un des adduits de l’OTA a été observé. Après 7 heures d’exposition des 
cellules HK2 à 0,1µM d’OTA et deux concentrations de ZEA (5 nM et 10 nM), on n’observe que 
l’adduit spécifique de l’OTA correspondant au C-C8 dG-OTA (figure 106). L’adduit s'amplifie 
lorsque la concentration en ZEA augmente (2 fois plus de ZEA). 
 
Figure 106 : Formation d'adduit à l'ADN des cellules rénales humaines coexposées à  l’OTA et la ZEA 
a- traitement 7 heures 0,1 µM OTA et 5nM ZEA. b- traitement 7 heures 0,1 µM OTA et 10nM ZEA. 
 c- C-C8dG- OTA.: adduit standard. d- traitement 24h OTA seule. 
Lorsque les cellules HK2 sont exposées à 5 fois plus d’OTA (0,5 µM) en présence de ZEA 
(10nM et 25 nM), on note l’amplification de l’adduit principal (C-C8) de l’OTA proportionnellement 
à l’augmentation de la concentration de ZEA (figure 107). Cette augmentation est d’autant plus 
importante que la quantité de ZEA augmente. 
 
Figure 107 : Formation d'adduit à l'ADN des cellules rénales humaines coexposées à  l’OTA et la ZEA 
a-OTA traitement 7 heures 0,5 µM OTA et 10 nM ZEA. b- traitement 7 heures 0,5 µM OTA et 25 nM ZEA. 
c- C-C8dG- OTA.: adduit standard. d- adduit standard spécifiques de l’OTHQ  sur les cellules 
 
La ZEA agit en synergie vis-à-vis de la génotoxicité de l’OTA.  La co-exposition aux deux 
toxines inhibe la formation des adduits du à la ZEA, puisque seul persiste le C-C8 dG-OTA.  
Ceci confirme les résultats obtenus par d’autres auteurs qui ont montré que la ZEA est génotoxique, et 
induit des adduits à l'ADN dans des cultures de lymphocytes bovines (Lioi et al., 2004). Il a été 
observé une augmentation significative des aberrations chromosomiques (AC) et les échanges de 
chromatides sœurs (ECS) associée à une réduction de la l'index mitotique (IM) dans toutes les  
cultures de lymphocytes bovines traités par l’OTA et la ZEA.  
Dans notre étude, la ZEA à 0,5µM n’a aucun effet sur la viabilité des cellules rénales 
humaines (HK2) à 24h. Par contre pour cette même concentration de ZEA, l’analyse des adduits a 
permis de visualiser 2 adduits à l’ADN dès 2h d’exposition des HK2. 
Lorsque les cellules HK2 sont traitées par les deux toxines (OTA plus ZEA) simultanément (5nM à 
1µM), nous avons remarqué une légère prolifération à 24h avec le test de MTS (viabilité cellulaire). 
L’analyse des adduits (par post-marquage au P32) de la combinaison (OTA plus ZEA) à des 
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concentrations croissantes d’OTA ou de ZEA a permis de noter une amplification de l’adduit 
spécifique de l’OTA (C-C8 dG-OTA) avec l’augmentation de l’OTA ou de la ZEA. 
Cela nous permet d’attirer l’attention sur le fait que des concentrations n’ayant pas ou peu d’effet sur 
la viabilité cellulaire, peuvent avoir des effets drastiques du point de vue génotoxique. 
 
2. Etude des mécanismes d’action impliqués dans la toxicité et 
génotoxicité des mycotoxines 
 
Plusieurs mécanismes ont été impliqués dans l’induction de la mort des cellules par l’OTA, y 
compris la perturbation de l'ADN mitochondrial de la chaîne respiratoire, des troubles de l'équilibre 
entre protéines pro-et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, l'activation des MAPK, diminution de 
l'ATP intracellulaire, augmentation du calcium intracellulaire ainsi que le stress oxydatif (Eder et al., 
2000; Schwerdt et al., 2004; Assaf et al., 2004; Gekle et al., 2005; Kamp et al., 2005). L’OTA 
provoque à la fois la mort cellulaire par apoptose et nécrose des cellules rénales. Les mécansimes 
invoqués peuvent être le stress oxydatif (Klaric et al., 2008) et l'inhibition de certains transporteurs. 
(Schramek et al., 1997 ; Gekle et al., 2000 ; Sauvant et al., 2005). Néanmoins, la différence de réponse 
entre les lignées cellulaires ne peut pas être expliquée par ces seuls phénomènes. Il semble que la 
différence de susceptibliité entre sexe (Pfohl-leszkowicz et al., 1998 ; 2002) et les différences 
d’organes cibles (rein versus foie) (Pfohl-leszkowicz et al., 1993) soient du à une différence de 
métabolisation (Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2008). Dans une étude précédente faite par notre 
équipe, il avait été montré que les métabolites ne présentaient ni la même potentialité cytotoxique, ni 
la même potentialité génotoxique (Faucet et al., 2006). Pour cela nous avons réalisée une étude 
compararative avec des métabolites se formant chez les animaux ou dans les cellules. 
2.1 Relation-structure -activité de l’OTA 
 
 Nous avons testé l’effet relation structure-activité de l’OTA et certains de ses dérivés (figure 
108) obtenus après substitution du chlore dans son carbone C5. Le but est d’étudier le rôle de l'atome 
de chlore en position C5 dans la cytotoxicité et la génotoxicité de l’OTA. Nous avons exposé les 
cellules épithéliales bronchiques humaines (WI26) et les cellules épithéliales de rein opossum (OK) à 
l’OTA et aux dérivés ayant un subsitutant différent au niveau du C5 (figure 108). La viabilité 
cellulaire et l’impact sur l’ADN ont été évalués.  Pour cela nous avons comparé la capacité de l’OTA, 
l’OTBr (OTA dans  laquelle le chlore est substitué par un brome), l’OTB (forme déchlorée de l’OTA) 
etl’OTHQ (forme quinone) à réagir par photoréaction avec le glutathion (GSH) ou la 2’ 
désoxyguanosine (dG).  
L’OTA, l’OTBr, et l’OTHQ réagissent de manière covalente avec le GSH et le dG suite à la 
photoirradiation, alors que l’OTB (forme déchlorée) ne réagit ni avec le GSH ni avec le dG. Ces 
résultats sont corrélés à leur capacité à former des adduits covalent à l’ADN (génotoxique direct) dans 
les cellules épithéliales bronchiques humaines (WI 26) et les cellules rénales humaines (HK2) évalués 
par la technique du post-marquage au P32. L’OTB n’est pas un génotoxique direct, contrairement à 
l’OTA, l’OTBr, et l’OTHQ. A l’inverse leur cytotoxicité dans les cellules rénales et les cellules 
pulmonaires n’est pas corrélée à la photoréactivité. L’OTA, l’OTBr, et l’OTB sont cytotoxiques pour 
les deux types cellulaires, alors que l’OTHQ ne l’est pas. Ceci indique clairement que l’atome de 
chlore en position C5 est critique pour la génotoxicité mais joue un rôle moins important dans la 
cytotoxicité. Ceci confirme que le mécanisme d’action à l’origine de la génotoxicité est différent de 
celui entraînant la cytotoxicité, et permet d’affirmer que le mécanisme de carcinogénicité passe par la 
formation d’adduits covalent à l’ADN engendrant de la mutagénicité, alors que la néphrotoxicité est le 
résultat d’un effet cytotoxique, comme nous l’avions montré dans notre étude de carcinogénicité 
(pfohl-Leszkowicz et al., 2002). 
 
L’ensemble de ces résultats est décrit dans l’article: Structure-Activity Relationships Imply 
Different Mechanisms of Action for Ochratoxin A-Mediated Cytotoxicity and Genotoxicity. Kheira 
Hadjeba-Medjdoub, Mariana Tozlovanu, Annie Pfohl-Leszkowicz, Christine Frenette, Robert J. 
Paugh, and Richard A. Manderville. Chemical Research in Toxicology (voir annexe 2). 
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Figure 108 : Structure chimique de l’OTA et de certains de ses dérivés. 
 
 
  Nos résultats confortent ceux obtenus par Malaveille et al. 1991 et 1994 ainsi que ceux de 
Xiao et al.,  1995, 1996 a, b ; Pfohl-Leszkowicz, 1999). Xiao et al. (1995) ont synthétisé 
chimiquement 5 analogues structuraux de l’OTA et entrepris une série d’étude de relation structure-
activité toxique in vitro chez Bacillus brevis et dans des cellules HeLa, et in vivo chez le rat et la souris 
(Xiao et al., 1996 a, et b). Ils en ont déduit que la présence (par ordre décroissant) des groupements 
carboxyle (de la phénylalanine), chloro (en C5) et hydroxyle (en C8) favorisaient la toxicité in vitro et 
in vivo de l’OTA sans pour autant être essentiels à sa manifestation. Contrairement à Rahimtula et al. 
(1988), ils estiment que la toxicité de l’OTA n’est pas corrélée à sa capacité à chélater l’ion Fe2+ et 
que, par ailleurs, c’est le groupement carboxyle de la Phe qui est responsable de la formation du 
chelate. Xiao et al. (1996 a et b, 1997 a et b) ont confirmé que des radicaux hydroxyles étaient produits 
à partir des différents métabolites d’OTA par les microsomes en présence de NADPH, sans adjonction 
de fer exogène. Cette formation de radical libre peut être inhibée par la catalase. Malaveille et al. 
(1991 et 1994) estiment que la toxicité de l’OTA serait due à un radical alkoxy en C8 et un dérivé thiol 
issu de la conjugaison au glutathion. Xiao et al. (1996 b) supposent plutôt que le groupement 
phénylalanyl- permet à l’OTA d’être guidée vers les cibles cellulaires (ce qui expliquerait le peu de 
toxicité de l’OTα). Seul le groupement isocoumariniqu serait responsable de la toxicité via la 
formation d’une forme ouverte de l’OTA (OP-OTA) à la suite de l’hydrolyse de la fonction lactone 
dans certaines conditions physiologiques. Ces auteurs constatent que, dans la bile de rats traités par 
l’OTA (mais pas dans l’urine ou le sang), environ 50 % de cette OTA est de l’OP-OTA et que cette 
forme ouverte est encore plus toxique que l’OTA chez cet animal. Ils ont même constaté (Xiao et al., 
1996 a) que l’OTA se liait aux macromolécules biologiques par une liaison ester covalente impliquant 
le groupement carbonyle de cette fonction lactone et concluent que cette liaison, serait responsable de 
la toxicité et la génotoxicité de l’OTA qui se lierait respectivement aux protéines enzymatiques et 
acides nucléiques. 
2.2 Impact des mycotoxines OTA et/ou FB1 sur la cascade de l’acide arachidonique et 
des Mapk 
 Stockmann-Juvala et al. (2004, 2006) ont suggéré que l'activation de caspase-3 pourrait être 
un des éléments déclencheurs qui mène à la production de ROS accrue et à la peroxydation lipidique 
et à la diminution du niveau du GSH dans les cellules exposées à la FB1. La FB1 et l’OTA activent la 
caspase-3 et induisent l'apoptose dans de nombreuses lignées cellulaires d'origine humaine et animale 
(Rumora et al.,2002 ; Gopee et al., 2003 ; Stockmann-Juvala et al., 2006 ; Schwerdet et al.,1999 ; 
Rached et al., 2006). Plusieurs mécanismes peuvent être impliqués dans l'apoptose stimulée  par la 
FB1 tels que l'inhibition de la céramide synthase  avec accumulation des bases sphingoïdes, répression 
de la protéine kinase C et ses précurseurs NF-kB et TNF, ainsi que la mobilisation du calcium 
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cellulaire (Kim et al., 2001 ; Gopee et al., 2003). L’effet de la FB1 sur la cascade de l’acide 
arachidonique (AA) et la voie de transduction du signal de régulation de l’enzyme phospholipase A2 
(PLA2) a été étudié dans une lignée bronchique humaine (WI) (Pinelli et al., 1999). Il a été  observé 
que la FB1 stimule l’activité de la phospholipase cytoplasmique (cPLA2) et augmente la libération de 
l’acide arachidonique (AA) par un mécanisme indépendant de l'activation de la protéine kinase (PKC). 
L'activation de cPLA2 est un processus en deux étapes. La première est la phosphorylation de la 
protéine kinase mitogène (MAPK : mitogene-activated protein kinase) par cPLA2, le second est une 
conséquence de l'augmentation de la sphingosine à l'intérieur et à l'extérieur des cellules après 2 h, ce 
qui est connu pour induire une augmentation du calcium intracellulaire libre. Globalement, cela a 
suggéré que l'effet de la FB1 sur les cellules est dépendant de l'action de la FB1 sur les enzymes 
impliquées dans le cycle cellulaire, comme les MAPK et la PKA, et sur la synthèse des acides gras 
bioactifs, tels que les prostaglandines et les leucotriènes, ainsi que sur les perturbations du 
métabolisme des sphingolipides (Pinelli et al., 1999). 
Sauvant et son équipe (1998) ont montré que l'OTA réduit l'activité du transporteur d'anions 
organiques, sans influencer la fonction des cellules rénales d’opossum (OK) en général. L’OTA 
semble agir préférentiellement sur le transport des anions organiques, en affectant  
l'échange d'anions organiques et les dicarboxylates. Ainsi, l’OTA réduit sa propre excrétion. 
L'excrétion d'autres xénobiotiques et des médicaments peut aussi être altérée, car l’OTA peut exercer 
une action toxique indirecte en retardant l’élimination d’autres substances (Sauvant et al., 1998). 
La sécrétion trans-épithéliale d'anions organiques peut être régulée en deux sites: au niveau de 
l'absorption basolatérale et au niveau de l’efflux apical. Ces deux étapes sont sous le contrôle de la 
protéine kinase C (PKC) et la MAPK (mitogen-activated protein kinase). Les protéines ERK1/2 sont 
des kinases,  font partie de la famille des MAP kinases qui sont des protéines jouant un rôle dans la 
division, la croissance et la prolifération cellulaires. Il a été montré que, dans la lignée cellulaire rénale 
d’opossum, le facteur de croissance épithélial (EGF) stimule le transport basolatéral des anions 
organiques (OAT) via ERK1/2, l'acide arachidonique, la phospholipase A2, et la synthèse des 
prostaglandines. Le PGE2 se lie au récepteur des prostanoïdes et, par conséquent, active adénylate 
cyclase et la PKA (protéine kinase A), qui stimulent l’absorption basolatérale des anions organiques. 
(Sauvant et al., 2004). 
C’est la raison pour laquelle nous avons étudié ces mécanismes en exposant simultanément 
les cellules aux deux toxines 
 Nous avons évalué l’effet des mycotoxines seule ou combiné (OTA et/ou FB1) dans les 
cellules rénales humaines HK2. Plusieurs paramètres ont été étudié : la prolifération cellulaire, la 
cascade de l’acide arachidonique (AA), l’activation des protéines mitogène kinase (Mapk) et la 
détection des adduits à l’ADN. 
Le traitement combiné à l’OTA et la FB1 à une dose de 0,5 µM (500 ppb) stimule la 
prolifération cellulaire. Alors que dans ces conditions la FB1 seule est faiblement cytotoxique tandis 
l’OTA seule n'a montré aucun impact sur la viabilité cellulaire des HK2.   
Des adduits à l’ADN ont été observé après 2h  de co-exposition des cellules HK2 à l’OTA et la FB1 
0,5µM, alors que  l’adduction de l’OTA seule est plus tardive (7h d’expostion).  
La libération de l’AA par FB1 a été inhibée par l'OTA, même si les taux de l’AA, les prostaglandines 
(PG) et les leucotriènes (LT) étaient plus élevés pour le mélange de toxine (OTA et FB1) que pour 
l’OTA seule. L’AA est un précurseur des prostaglandines (PG) et leucotriènes (LT) qui sont de 
puissants médiateurs lipidiques impliqués dans l'homéostasie de nombreux fonctions biologiques et de 
l'inflammation; une caractéristique commune de la promotion tumorale 
Nous avons observé une augmentation synergique de l'activité MAPK. Les dommages néphrotoxiques 
dans les cellules rénales humaines sont plus importants avec l’exposition combinée de la FB1 et l’OTA 
par rapport à chaque mycotoxine prise seule. 
  
Les résultats obtenus sont détaillés dans l’article : Concerning the combined impact of fumonisin B1 
and ochratoxin A in human kidney cells. Kheira Hadjeba-Medjdoub, Chakib El Adlouni, Richard A. 
Manderville & Annie Pfohl- Leszkowicz (voir annexe 3). 
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3. Effet sur les animaux 
3.1 OTA/FB1 sur le rat  
 
Les rats ont été traités par l'équipe du  Pr Maja Peraïca (Institut de santé publique, Zagreb, 
Croitie) dans le cadre d'une collaboration.  
Des rats males (wistar) pesant 190g ont été exposés pendant 15 jours. L’exposition des rats aux 
mycotoxines a été effectuée par voie orale (1 gavage/ jour) avec de l’ochratoxine A et/ou de la FB1. 
Chaque groupe est constitué de 6 animaux. Les différents traitements sont les suivants : 
Un groupe d’animaux témoins négatifs "contrôles" n'ayant subi aucun traitement, et ont reçu l’eau 
distillée ;  
Deux groupes d’animaux ont été traités par l’OTA seule (5 ng/kg ; et 50 µg/kg de poids corporel (pc)) 
pendant 15 jours ; Deux groupes d’animaux ont été traités par la FB1 seule (200 ng/kg pc ; et 50µ/kg 
pc) pendant 5 jours ; Trois groupes d’animaux ont reçu les deux toxines. Les animaux ont d’abord été 
traités par l’OTA pendant 15 jours puis ont reçu la FB1 durant les 5 derniers jours.   
5 ng OTA/kg pc+ 200 ng FB1/kg p.c 
  5 ng OTA/kg pc+ 50 µg FB1/kg p.c 
  50µg OTA/kg pc + 50 µg FB1/kg p.c 
 
Vingt quatre heures après le dernier traitement, ces animaux ont été sacrifiés et les reins ont été 
prélevés et conservés à - 80°C. Ces échantillons ont été utilisés pour l'étude de la formation d'adduits.  
 
L’exposition à des doses très faibles d’OTA 5ng/kg de poids corporel/jour entraîne la 
formation de plusieurs adduits caractéristiques de l’OTA (figure 109). Cette dose est pourtant 
considérée comme n’ayant aucun effet puisqu’il s’agit de la dose journalière tolérable, sensée protégé 
des effets cancérogènes. 
Nous avons évalué l’effet génotoxique en mesurant le taux d’adduits à l’ADN dans les reins. Le taux 
total d’adduit est présenté dans la figure 109.  
 
 
Figure 109 : Effet génotoxique d’une co- contamination en OTA et FB1 sur des reins de rat  
 
Quand les animaux sont exposés simultanément à des doses de FB1 et d’OTA (5ng/kg OTA 
plus 200 ng/kg FB1) et (5ng/kg OTA plus 50µg/kg FB1), l’effet génotoxique de la combinaison (OTA 
plus FB1) est plus important que celui généré par l’OTA seule. Nous observons respectivement 37 
adduits/109 nucléotides versus 45 adduits/109 nucléotides et 37adduits/109 nucléotides versus 52 
adduits/109 nucléotides). 
Il apparaît qu’à des concentrations équivalentes en OTA et FB1 (50µg/kg OTA+ 50µg/kg FB1) le 
nombre d’adduit (10 adduits/109 nucléotides) est comparable aux animaux exposés à 50µg/kg OTA 
seule (11 adduits/109 nucléotides).  
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La FB1 n’est pas génotoxique par elle-même, par contre, elle amplifie la génotoxicité de 
l’OTA, notamment l’adduit C-C8 dG OTA. L’amplification augmente avec le taux de FB1 lorsque le 
traitement d’OTA a été réalisé avec la petite dose d’OTA (5 ng/kg pc).   
Une exposition des animaux à des doses d’OTA (50µg/kg pc) soit 10000 fois plus élevée que la dose 
de 5ng/kg pc ne se solde pas par un taux plus élevé d’adduit, au contraire, il y en a moins. Ceci 
s’explique par le fait qu’à cette dose là, l’effet cytotoxique de l’OTA prend le dessus par rapport à 
l’effet génotoxique (Tozlovanu et al., 2006). Dans ce cas là la présence de FB1  n’augmente pas le taux 
d’adduits ; mais n’améliore pas non plus la cytotoxicité. 
 
Les animaux (rats Wistar) sur lesquels, nous avons analysé les adduits à l’ADN dans leurs 
reins, ont été utilisés par l’équipe collaboratrice de Domijan (2006) pour l’étude de la génotoxicité par 
une  autre méthode. Domijan et al. (2006) ont étudié les dommages à l’ADN provoqués par ces 
mycotoxines seules ou en combinaison (OTA, FB1 et OTA plus FB1) en utilisant le test des comètes 
standard en conditions alcalines (cassures à l’ADN) et le test modifié (dommages à l’ADN total). 
Dans la cellule, l'ADN est sous forme surenroulée et double-brins. Dans des conditions alcalines : il se 
produit le déroulement de l’ADN et la libération des fragments d'ADN ainsi la détection des coupures 
simple- et double-brins. La méthode des comètes  permet d’évaluer le degré de cassure de l’ADN 
(simple brin). La différence de dommages à l'ADN mesurée entre le test comète standard et le test 
modifié indique la présence de 8-oxodG (8-Oxo-2'-désoxyguanosine) résultant de dommages oxydatifs 
de l'ADN. La 8-oxo-désoxyguanosine (8-oxo-dG ou 8- OH dG) (voir figure 110) est la lésion 
principale causée à l’ADN par le stress oxydatif, principalement les oxygène-singulet et le radical 
hydroxyle. La 8-oxo-dGuo provient de l’autooxydation de la guanosine.  
 
Figure 110 : Formation de 8hydroxy 2-désoxyguanosine par des radicaux oxygénés 
 
La longueur et l'intensité de la queue de la comète, l’OTM (Olive tail moment= longueur X % d'ADN 
dans la queue)  sont significativement plus élevés chez les animaux traités que chez les témoins, même 
avec les concentrations les plus faibles d'OTA ou FB1 (p <0,01) considérées comme n’ayant pas 
d’effet. Le test des comètes modifié a montré une plus grande longueur et intensité de la queue et 
l’OTM de façon significative, dans tous les animaux traités que le test des comètes standard (p <0,05), 
ce qui suggère que le stress oxydatif est susceptible d'être responsable de dommages à l'ADN.  
Il a été conclu que l'OTA et FB1 induisent la formation du 8-oxodG in vivo, fournissant des preuves 
sans équivoque de dommages oxydatifs de l'ADN. Le stress oxydatif est impliqué dans le 
développement des dommages à l'ADN causés par les deux mycotoxines (OTA et FB1), mais ce 
mécanisme n'est pas le seul responsable. L’augmentation dans l'intensité de la queue et l’OTM dans 
les animaux traités avec les 2 mycotoxines simultanément, est beaucoup plus élevé qu’avec chaque 
mycotoxine seule, ce qui montre que leur contribution d'endommager l'ADN est synergique, même à 
des doses qui correspondent à l'exposition quotidienne de l'homme en Europe (Domijan et al., 2006).  
L’ensemble de ces résultats indiquent clairement qu’il y a deux types d’altération de l’ADN qui se 
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3.2 OTA/FB1 sur le porc 
 
Nous avons étudié l’effet de l’OTA et de FB1 sur les porcs mâle et femelle  dont l’alimentation 
a été contaminée en OTA et/ou FB1.  4 groupes d’animaux ont été désignés et traités comme suit : 
 Lot 1 : Les porcs ont ingéré de la nourriture (maïs) contaminée en FB1 à 15 µg/kg pc/jour pendant 36 
jours ; Lot 2 : Les porcs ont ingéré de la nourriture contaminée en OTA à 20 µg/kg pc/jour ; Lot 3 : 
Les porcs ont ingéré de la nourriture contaminée par les 2 toxines de manière à ingérer 15 µg/kg pc/j 
d’FB1 et 20 µg/kg pc/j d’OTA pendant 36 jours ; Lot 4 : les porcs ont ingéré une nourriture sans 
mycotoxine. 
A la fin du traitement, les animaux ont été sacrifiés. Les adduits à l’ADN ont été recherchés dans les 
reins. Les profils des adduits sont présentés dans la figure 111. 
 
 
Figure 111 : Autoradiogrammes des adduits dans les reins de porcs. 
 
Dans  les reins d’animaux témoins aucun adduit n’est détecté. Aucun adduit non plus n’est 
généré dans les reins des animaux traités avec la FB1 seule (15 µg/kg pc/jour), confirmant que la FB1 
n’est pas génotoxique. 
Lors du traitement des animaux avec de l’OTA (20 µg/kg pc/jour), une dizaine d’adduits ont été 
détectés, notamment l’adduit principal C-C8 OTA-dG et ceux obtenus avec l’OTHQ (adduit Q1 et 
Q2). 
Lorsque les animaux sont traités simultanément avec les deux toxines FB1 et OTA  (15 µg/kg 
pc/j et 20 µg/kg pc/j respectivement pendant 36 jours) plusieurs adduits sont observés. On note une 
augmentation significative de  l’adduit principal (C-C8 OTA-dG). 
Les profils d’adduits sont comparables à ceux retrouvés dans le rein de fermiers croates et 
bulgares ainsi que dans les organes des animaux de leurs fermes. Ces fermiers sont exposés via leur 
alimentation et leur environnement professionnel à une exposition à ces mêmes mycotoxines. Il a été 
retrouvé dans ces échantillons l’adduit principal de l’OTA  (C-C8 OTA-dG) et ceux spécifiques de 
l’OTHQ (adduit Q1 et Q2).  
 
Au cours de notre étude de génotoxicité, nous avons constaté que la co-exposition des cellules 
et des animaux à l’OTA en présence d’autres mycotoxines (CIT, FB, ZEA) module la génotoxicité de 
l’OTA. Certains adduits de l’OTA s’amplifient, notamment le C-C8 dG-OTA. En effet, le traitement 
des cellules rénales humaines HK2 et des animaux par l’OTA et la FB augmente l’adduit principal C-
C8 OTA. D’autre part, la ZEA amplifie aussi l’adduction de l’OTA dans les cellules rénales humaines. 
Seul l’adduit C-C8 apparait lorsque les cellules HK2 sont exposées à l’OTA et à la ZEA, alors que 
l’OTA seule sur ces mêmes cellules induit à la formation de l’adduit C-C8 et les adduits spécifiques de 
l’OTHQ (adduit 2 et 3). 
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Il est intéressant de noter que les adduits spécifiques observés dans les cultures cellulaires 
(HK2) sont similaires, de part leur propriétés chromatographiques, à ceux observés in vivo au niveau 
des reins de rats et du porc. Ces cellules sont donc un modèle assez sensible pour étudier les effets de 
ces toxines. Les animaux utilisés dans notre étude (rat et porc) représentent un bon modèle pour 
l’étude de la génotoxicité de l’OTA (Pfohl-Leszkowicz et al., 1998). Des adduits spécifiques de 
l’OTA ont été détecté dès 1991 lors d’une étude animale (Pfohl-Leszkowicz et al., 1991). Il a été 
montré que l’OTA induit une adduction au niveau de l’organe cible, le rein, chez le rat de manière 
dose-dépendante (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993b) et chez le porc (Petkova-Bocahrova  et al., 2003b).  
Nos résultats sur l’amplification de la génotoxicité de l’OTA en présence d’autres mycotoxines sont en 
adéquation avec d’autres travaux. En effet, la co-contamination OTA et CIT induit à la formation de 
certains adduits spécifiques de l’OTA et de la CIT, avec amplification de l’adduit principal de l’OTA 
(C-C8 OTA-dG) (Molinié, 2004 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2008). 
En 1993, ces adduits ont été détectés dans les tumeurs de Bulgares souffrant de néphropathie 
endémique des Balkans (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993b). Dans ces régions, il a été montré la relation 
entre la présence de l’OTA et la CIT dans l’alimentation et la présence de cette maladie (Vrabcheva et 
al., 2000). D’autres travaux de la combinaison entre l’OTA (0,75 mg OTA/kg d’aliment) et la CIT 
(15mg/kg d’aliment) ont conclu, à une interaction additive entre les 2 toxines. La CIT  potentialise les 
effets toxiques de l'OTA sur l’ultra structure rénale chez les lapins blancs de Nouvelle-Zélande. 
(Kumar et al., 2007). Les effets génotoxiques sont liés en partie à la métabolisation des 2 molécules et 
de leur impact sur le système de métabolisation. Sabater et Vilar, en 1999, ont montré un effet 
mutagène aussi bien de l’OTA que de la CIT après activation par des hépatocytes. Il a été montré par 
notre équipe que la CIT et l’OTA induisent différemment, in vitro, l’expression des enzymes de la 
voie de l’acide arachidonique et de certains CYP. Il a été montré précédemment que la génotoxicité de 
l’OTA était liée au CYP2C9 (Pfohl-Leszkowicz et al., 1998 ; El Adlouni et al., 2000) mais également 
à la COX2 et à la LIPOX (Pinelli et al., 1999a). La modulation de ces enzymes par des antioxydants, 
par exemples, modifie l’effet carcinogénique et génotoxique de l’OTA (Pfohl-Leszkowicz et al., 2002, 
a).  
Comme pour la CIT, la FB1 module la métabolisation de l’OTA. En effet, la FB1 induit la 
COX2 et la LIPOX, ainsi que certains CYPs connus pour être impliqués dans la métabolisation en 
adduit de l’OTA (Pinelli et al., 1999 ; Poux et al., 2000). Dans notre étude nous avons montré que la 
coexposition des cellules à l’OTA et à la FB il y avait un effet synergique vis-à-vis de la stimulation 
de la LIPOX, notamment ainsi que sur l’activation des MAPKs (ERK1/2) (Hadjeba-Medjdoub et al , 
2012 soumis)   
Plusieurs études, notamment celles menées dans notre laboratoire, ont montré que la nature 
des adduits à l’ADN dus à l’OTA dépend de sa voie de métabolisation (El Adlouni et al., 2000 ; 
Petkova-Bocharova et al., 2003 ; Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2005 ; Tozlovanu, 2008). Une 
étude faite en collaboration avec le Pr Manderville  indique qu’au moins un de ces adduits correspond 
au C-C8 dG-OTA et serait généré par la voie des quinones (Faucet et al., 2004b ; Pfohl-Leszkowicz & 
Manderville, 2007 ; Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2008 ; Mantle et al., 2010).   
Lebrun et Follmann (2002) montrent un faible effet génotoxique généré par la CIT sur des 
cellules de rein de chien après 3 h d’exposition à la CIT pour une dose de 20 µM. On observe une 
variation de la réponse en fonction du modèle cellulaire utilisé, du temps et de la dose choisie.  
Des cellules épithéliales bronchiques humaines ont été traitées par des doses croissantes de CIT 
pendant 12h. Des adduits à l'ADN sont détectés uniquement pour les doses de 10 et 50 µM de CIT. 
Principalement, trois adduits sont mis en évidence après traitement avec chacune de ces doses. La 
quantité totale d'adduits est 1,5 fois plus élevée à 50µM qu’à 10µM (60 adduits /10 9 nucléotides à 50 
µM et 40 adduit/ 109 nucléotides à 10 µM). La cinétique de formation des adduits a été suivie entre 2 
et 72h, lors d’un traitement des cellules à la concentration la plus élevée (50µM). Les adduits se 
forment entre 4 et 8h, temps auquel ils atteignent 49 adduits par 109 nucléotides, ils augmentent 
jusqu’à 16h (86 adduits par 10 9 nucléotides) puis diminuent à partir de 24 h (27 et 8 adduits par 10 9 
nucléotides à 24 et 48h respectivement). A 72 h, plus aucun adduit ne persiste. Dans cette même étude, 
les cellules épithéliales pulmonaires ont été traitées par de la (CIT 50 µM) et de l'OTA (10 µM) sur 
une période de 16h. Les deux toxines ont été ajoutées en même temps ou décalées de 2 h ou de 8h. Les 
profils d’adduits ne sont pas identiques quand les cellules sont d’abord incubées pendant 2 h par l’une 
ou l’autre des toxines. Il a été observé  que les voies de métabolisation des 2 toxines en dérivés 
génotoxiques ne sont pas identiques. Ces résultats indiquent que la CIT et l’OTA n’agissent pas par le 
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même mécanisme d’action. Les analyses de la génotoxicité, de l’impact sur les enzymes de 
métabolisation et les métabolites formés confortent cette hypothèse (Molinié, 2004). 
Molinié 2004 a remarqué que l’ingestion de CIT et/ou d’OTA, induit un effet génotoxique au 
niveau des reins des animaux (rats males Dark Agouty) Les adduits étaient similaires à ceux observés 
in vitro. Il y a modulation des adduits lorsque les 2 toxines sont présentes simultanément. Les adduits 
qui persistent ou qui s’amplifient avaient des propriétés chromatographiques similaires à ceux 
observés chez  des humains souffrant de Néphropathie Endémique des Balkans. Dans l’étude de 
Molinié (2004),  la CIT augmentait le volume urinaire excrété. Ceci a été expliqué par une interférence 
avec les transporteurs d’anions organiques (OAT). Ces transporteurs, exprimés au niveau des cellules 
rénales (Gstraunthaler, 1988) peuvent avoir comme substrat l’OTA (Gekle et al., 1993) et la CIT 
(Brendt et al., 1989). Jung et al., (2001), ont montré que la CIT était un inhibiteur compétitif de 
l’absorption de l’OTA pour cette famille de transporteur. Cette famille de transporteur est inhibée par 
l’activation de la protéine kinase C (PKC) alors qu’elle est stimulée par la MAPK via la phospholipase 
A2 et plus spécifiquement la PGE2 dont la synthèse est privilégiée par la COX2. Cela met en avant un 
lien supplémentaire entre l’induction de la COX2 et l’interférence d’absorption. Un autre transporteur 
important dans l’excrétion, notamment de l’OTA, est le MRP-2 (multi-drug protéine-2). En effet, 
l’OTA est absorbée au niveau hépatique et rénal par l’intermédiaire du transporteur OAT, mais est 
excrété par le récepteur MRP-2 (Russel et al., 2002 ; Leier et al., 2000). Dans les cellules NIH/3T3, 
l’OTA pénètre par diffusion passive car elle ne possède pas de transporteur OAT, par contre elle est 
excrété par la MRP-2 (Breuninger et al., 1995 ; Paul et al., 1996 ; Ito et al., 1998).  
 
4. Etude de terrain  
4.1 Mycotoxines et la baisse de fertilité chez le chat 
 
 Depuis plusieurs années, des éleveurs et des propriétaires de chats et de chiens doivent faire 
face à des problèmes de santé dans leur élevage. Des éleveurs inquiets se sont regroupés puis adressés 
à nous pour identifier la cause de leurs problèmes. Ils ont recueilli un grand nombre de témoignages 
(plus de 70) ces dernières années sur les problèmes de santé de leurs animaux et les réponses données 
par les vétérinaires et fournisseurs de croquettes. Notre attention a été attirée par les symptômes 
communs qui reviennent systématiquement dans plusieurs élevages. Ces symptômes se résument à :  
 - Vomissements et diarrhées  
 - Troubles hépatiques  
 - Retard de croissance 
 -Perte de poids 
 -Problèmes de reproduction parmi lesquels mortalité néonatale, avortements, malformations 
des chatons. La figure 112 représente les photos de certains chats mal-formés obtenus auprès 
d’éleveurs. 
  - Déficiences immunitaires (septicémies, infections multiples à l’origine de mortalité) 
 - Troubles rénaux. 
 - Décès de chatons 
 
Figure 112 : Photos des chatons malformés 
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 Plusieurs causes ont été suspectées. Diverses analyses réalisées par ces éleveurs ont permis 
d’exclure les pistes infections, l’environnement, le lait maternisé, l'intoxication par des métaux lourds. 
La piste alimentaire par déduction et après élimination des autres pistes possibles a été retenue. 
Dans notre étude, nous nous sommes intéressé à la piste des mycotoxines, car les symptômes 
cités ressemblent aux troubles rencontrés lors d'ingestion d'alimentation contaminée par des 
mycotoxines.  
Le but l’étude était de mettre en parallèle la présence de l’OTA, de la CIT, de la ZEA, de 
l’AFB1, des FBs, et du DON dans des croquettes de chat et dans des organes de chatons mort-nés, afin 
d’évaluer si l’exposition des chats aux mycotoxines peut être responsable des problèmes de santé 
rencontrés dans les élevages.  
 Nous disposions d’organes de chatons mort-nés obtenus auprès d’éleveurs (2 élevages 
différents) qui nous ont contactés afin de faire le suivi (contrôle de l’alimentation) dans leur élevage 
suite à des problèmes de santé et de reproduction (voir figure 113). 
 
 1er élevage  
 
 Nous avons analysé les échantillons d’organes (foie et de rein) du chaton mort-né (chaton1) 
provenant du 1er élevage. La mère de ce chaton (chat 1) a eu une portée de plusieurs chatons 
malformés. Cette femelle était nourrie avec les croquettes analysées de la marque M. 
Suite à un changement de nourriture (aliment O), des améliorations de santé des animaux, a été 
observé. Nous avons obtenu à ce moment le sang de la 1ère femelle (chat 1) et d'une autre femelle du 
même élevage (chat x) ayant eu des problèmes d’avortement avec la marque M. 
Par la suite, de nouveaux problèmes de santé réapparaissent et nous obtenons à cette période le sang de 
la femelle porteuse (chat 3) ainsi que les organes (rein, foie et placenta) du chaton mort-né (chaton3). 
 
Historique des chattes provenant du 1er élevage (chat 1, chat x et chat 3)  
• La chatte 1 (femelle) est née le 14/06/2002, a eu une portée de 4 chatons. Un jour avant la 
mise bas, une échographie a été effectuée. Il s’est avéré que seulement deux chatons étaient 
vivants. Au 66ème jour de portée, le chat 1 a subi une césarienne. Le chaton mort-né (chaton 1) 
dont nous avons analysé les organes (foie 1et rein1) provient de cette portée. 
 
• La chatte x est née le 19/08/2005. Elle a eu une portée le 22 /09/2006 de 4 chatons dont : 
-1 chaton a été euthanasié à l’âge de 13 jours à cause d’œdèmes aux membres du fait qu’il 
n’assimilait pas les  aliments. 
-1 chaton a développé de l’épilepsie et un syndrome cérébelleux 
-1 chaton est décédé vers un an. 
La chatte x a été mise en saillie du 05 au 07 Mars 2008 avec un autre mâle. Elle semblait être 
gestante et avait pris 1000 g à 44 jours de gestation. Elle n’avait plus l’attitude d’une femelle 
gestante et a perdu du poids (900g). Elle a ensuite été remise en saillie du 04/05/2008 au 
06/05/2008. Après le changement de nourriture, elle a finalement eu des petits début Juillet 
2008. 
 
• La chatte x  et la chatte 1 ont été nourris avec des croquettes de la marque « M » puis de la 
marque O.  
 
• La chatte 3 a commencé à avoir des contractions lundi 16/02/2009 enfin d’après midi mais 
malgré des contractions fortes et rapprochées, l’accouchement naturel n’était pas possible. 
Une césarienne a été pratiquéeIl y avait  un seul chaton mort, sans malformations apparentes, 
d’un gros gabarit, dans les normes de la race élevée. Une autopsie sur ce chaton (chaton3) n’a 
décelé aucune anomalie. Les organes ont été prélevés pour la recherche des mycotoxines. La 
chatte 3 au moment du problème avait été nourrie avec la même marque « O »  mais le lot 
était différent de celui utilisé pour l’alimentation du chat x et du chat 1. 
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 2ème élevage 
 
Nous avons eu à analyser les organes (cerveau, foie, rein et intestin) d’un autre chat malformé 
(chaton 2), provenant du 2ème élevage. 
 
 
Figure 113 : Origine des échantillons analysés 
 
4.1.1  Résultats du 1er  élevage  
 
 Nous avons analysés les organes (foie et de rein) d’un chaton mort-né (chat 1). Les chattes  de 
cet élevage étaient nourries  avec les croquettes à base de poissons, volaille ou spécifique bébé (M1, 
M2 et M3). Elles n’avaient que peu de chatons et souvent non viables. Il ya vait une baisse de la 
conception et des malformations des fœtus (avortement, saillie infructueuse, chatons mort-né,…) 
 
4.1.1.1 Etape 1  
4.1.1.1.1 Analyse des mycotoxines dans les croquettes 
 
Les résultats d’analyse des mycotoxines dans les 3 croquettes sont résumés dans le tableau 47. 
 
Tableau 47 : Analyse des croquettes (aliments de la mère du chaton 1).   
 Toxines de champs produites par Fusarium Toxines de stockage produites par 



















M1 46,39 333,60 168,73 502,33 215 ND 0,17 1,32 G2, G1, 
B2 
M2 57,56 156,20 69 225,2 219,5 0,94 0,74 1,87 G2, G1, 
B2 
M3 56,61 102,95 41,61 144,56 361 1,24 ND 0,92 G2, G1, 
B2 
 
 Les 3 types de croquettes contiennent des mycotoxines y compris de l’AFB1. Les quantités de 
ZEA sont voisines de 50µg/kg. Cette valeur est 2 fois plus élevée que la quantité acceptable pour les 
aliments destinés aux nourrissons. Les céréales constituent une grande partie dans la constitution de 
ces croquettes, notamment le maïs, le soja, et les graines de lin (voir tableau 48). 
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Viandes et poissons déshydratés, céréales cuites, graisses animales, protéines de maïs, fibres végétales, 
œuf en poudre*, graines de lin, levure de bière, lait végétal maternisé, fructo-oligosaccharides, minéraux, 
taurine, vitamines et oligo-éléments. Avec antioxygènes : BHA, BHT.  




Poissons (min. 14 %) et viandes déshydratés*, céréales cuites, graisses animales, protéines de maïs, oeuf 
en poudre*, fibres végétales, graines de lin, DL-méthionine, sel marin, soja déshuilé, fructo-
oligosaccharides, minéraux, taurine, vitamines et oligo-éléments.Avec antioxygènes : BHA, BHT. 
Contient un minimum de 55 % de poissons, viandes et œuf, soit 28 % minimum après déshydratation. 
 
M3 
viandes (min. 14% de volailles) et poissons déshydratés*, céréales cuites, graisses animales, protéines de 
maïs, œuf en poudre, fibres végétales, graines de lin, DL-méthionine, sel marin, soja déshuilé, fructo-
oligosaccharides, minéraux, taurine, vitamines et oligo-éléments. Avec antioxygènes : BHA, BHT. 
Contient un minimum de 50 % de viandes, poissons et œufs, soit 28 % minimum après déshydratation. 
 
4.1.1.1.2 Analyse des mycotoxines dans les organes du chaton 
 
Une partie de la FB et de l’OTA s’accumulent dans le foie et le rein du chaton1 (tableau 49). 
Bien que les croquettes contiennent de la ZEA, on n’en retrouve pas sous cette forme dans le foie et le 
rein. Il est probable qu’elle ait été métabolisée. 
 
Tableau 49 : Analyse des organes du chaton 1 
 Toxines de champs produites par 
Fusarium 
















Foie chaton 1 ND 10,28 NA 0,92 ND ND B2 
Rein chaton 1 ND 2,93 NA 1,32 ND ND G2, B2 
 
 L’analyse du profil chromatographique de l’AF montre la présence d’aflatoxine G2 et B2 dans 
le rein du chaton 1,  ainsi que la présence de l’aflatoxine B2 dans le foie du chaton 1 (figure 114).  
 
Figure 114 : Profil HPLC de séparation des aflatoxines dans les organes du chaton 1. (Rein en noir, foie en 
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 De même, on retrouve en plus de  la FB1 d’autres fumonisines que dans le foie et le rein du 
chaton 1 mort-né. Notamment il y a de la FB3 et d’autres fumonisines que nous n’avons pas pu 
quantifier par manque des standards correspondants (figure 115). 
 
 
Figure 115 : Profil HPLC de séparation des fumonisines dans les organes du chaton 1. (Rein en noir, foie en 
rouge et standard de fumonisines en bleu). 
 
 Nous avons détecté non seulement de l’OTA mais aussi certains de ses dérivés dans les 
organes du chaton1 (figure 116). 
 
Figure 116 : Profil HPLC de séparation d’OTA dans les organes du chaton 1. (Rein en noir, foie en rouge) 
 
 
4.1.1.2 Etape2  
4.1.1.2.1 Analyse des mycotoxines dans les croquettes 
 
Suite au changement de nourriture (M1, M2, M3) par la croquette (O1), des améliorations ont 
été observés, notamment, les chattes ont de nouveau eu des portés en bonne santé. Nous  avons donc 
analysé les croquettes avec lesquelles étaient nourris les chattes mères ainsi que le sang de la chatte 1 
et la chatte X qui se nourrissaient avec cette nouvelle croquette (O1).  Les résultats sont présentés dans 
le tableau 50.  
 
Tableau 50 : Analyse des croquettes (aliments du chat 1 et X). 
 Toxines de champs produites par 
Fusarium 

















O1 Dérivé 55,80 19,3 
<LOQ 
0,044 0,094 <LOD G2, G1, 
B2 
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Ces croquettes sont nettement moins contaminées que les précédentes. L’analyse de l’aliment 
(O1) en question est de qualité nettement meilleure que les précédents (M1, M2 et M3). Il n’y a pas de 
ZEA et les concentrations en CIT et en AFB1 sont beaucoup moins importantes. 
Le taux d’OTA retrouvé dans la croquette O1 est de 20 fois moins important que dans les autres 
croquettes (M1, M2 et M3). Le taux de FB1 est de 3,5 fois moins important que dans les croquettes 
(M1, M2 et M3). Contrairement aux croquettes de la marque M, qui contenaient beaucoup de céréales, 
cette nouvelle croquette (O1) est constituée essentiellement d’ingrédients d’origine animale et d’autres 
végétaux (voir tableau 51), néanmoins, nous retrouvons les graines de lin et de la luzerne séchée. Ces 
2 derniers pourraient être à l’origine de la présence des mycotoxines. 
 




Viande fraîche de poulet, viande de poulet déshydratée (pauvre en cendres), viande de dinde déshydratée, 
pommes de terre rouges à l'étuvée, poisson fraichement pêché (coregonus clupeaformis), graisse de poulet, 
oeufs frais, farine de saumon, huiles de saumon et de sardines, tapioca, bouillon de volaille, huile de tournesol, 
graines de -lin, fucus de l'Atlantique, carottes à l'étuvée, épinards, petits pois et tomates, luzerne séchée au 
soleil, fibres de pomme, graines de psyllium, extrait de romarin, chicorée, racines de bardane et de guimauve, 
extrait de levure, glucosamine HCl, airelles, groseilles, cynorrhodon, orties, fleurs de calendula, L-carnitine, 
graines de fenouil, fleurs de camomille, chardon, mouron des oiseaux, sarriette, sulfate de chondroïtine, 
vitamine E, chlorure de choline, vitamine A, vitamine D3, vitamine B3, vitamine B2, vitamine B1, vitamine 
K2, vitamine B12, vitamine B9, vitamine B7, vitamine B6, protéinate de fer, protéinate de zinc, sélénite de 
sodium, protéinate de manganèse, protéinate de cuivre, lactobacillus acidophilus, lactobacillus casei, B. 
bifidus, levure (S. boulardii). Les croquettes pour chats Orijen ne contiennent aucun conservateur artificiel. 
 
4.1.1.2.2 Analyse des mycotines dans le sang 
 
 Aucune des mycotoxines recherchées n’a été retrouvée dans les deux échantillons de sang des 
femelles «chat 1 et chat X » (tableau 52). Par contre, certains métabolites ont été retrouvés notamment 
ceux d’OTA (figure 117).  
 
Tableau 52 : Analyse du sang du chat 1 et chat X.  
 Toxines de champs produites par 
Fusarium 
















Sang chat 1(mère) ND ND NA ND ND ND B2 





Figure 117 : Profil HPLC de séparation de l’OTA et ses métabolites dans le sang du chat 1(en rose), le chat x 
(en bleu), le foie 1 en (rouge) et rein 1 (en noir). 
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 Dans le sang de ces deux chattes, nous observons de l’aflatoxine B2 qui peut provenir soit de 
la présence de AFB2 dans l’aliment soit provient de la métabolisation de l’AFB1 (figure 118). 
 
Figure 118 : Profil HPLC de séparation des aflatoxines dans le sang du chat 1(en noir) et le chat x (en rouge) 
 
L’analyse des métabolites de fumonisine montre que dans le sang des 2 chattes mères (chat 1 et chat 
x), on observe des dérivés de FB (figure 119).  
 
 
Figure 119 : Profil HPLC de séparation des fumonisines  dans le sang du chat 1(en noir) et le chat x (en rouge). 
4.1.1.3 Etape 3  
 
4.1.1.3.1 Analyse des mycotoxines dans les croquettes 
 
L’éleveur a continué de nourrir ces chats  avec les croquettes de la marque O. Quelques mois 
plus tard, il a été confronté de nouveau à des problèmes de reproduction. Nous avons donc analysé de 
nouveau la nourriture utilisée (O2) ainsi que le sang et le plasma d’une femelle ayant eu des chatons 
mort-nés. Le foie, le rein et le placenta du chaton mort-né (chaton 3) ont été analysés en même temps.  
Les résultats sont résumés dans le tableau 53. La seule différence entre la croquette O1 et O2 est le lot. 
Ce nouveau lot est fortement contaminé en FB et ZEA et contient de l’AFB1. Les taux de mycotoxines 
notés sont plus importants que dans le premier échantillon analysé (O1). 
 
Tableau 53 : Analyse des croquettes (aliments du chat 1 et X). 
 Toxines de champs produites par 
Fusarium 

















O2 18,33 252,1 8,9 0,344 0,083 0,027 G2, B2 
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4.1.1.3.2 Analyse des mycotoxines dans le sang et les organes 
 
Ces mycotoxines ont été retrouvées aussi dans le sang et le plasma (tableau 54) de la femelle 
porteuse (chat 3) ainsi que les organes du chaton mort-né 3 (tableau 55). La concentration en FB1 et 
ZEA dans les organes (foie, rein et placenta) sont très importantes. L’AFB1 et ses métabolites (G2 et 
B2) ont aussi été retrouvés dans les organes (tableau 55). 
 
Tableau 54 : Analyse du sang du chat 3 
 Toxines de champs produites par 
Fusarium 
















Sang chat 3(mère) 29,518 3,88 NA 0,059 2,36 0,105 B2 
Plasma chat3 (mère) NA 19,75 NA 0,117 1,114 0,464 B2 
 
Tableau 55 : Analyse des organes chaton 3 
 Toxines de champs produites par 
Fusarium 
















Foie chaton 3 71,05 79,84 NA ND ND 0,749 G2, B2 
Rein chaton 3 79,05 87,23 NA ND ND 0,492 B2 
Placenta chaton 3 67,14 23,12 NA ND ND 0,308 B2 
 
 
4.1.2 Résultats du 2ème élevage 
 
4.1.2.1 Analyse des mycotoxines dans les croquettes 
 
 Des problèmes similaires notamment les problèmes de reproduction, ont été observés dans un 
autre élevage. Nous avons analysé les croquettes (M3 et PK) ainsi que les organes du chaton 2 de ce 
2ème élevage. On constate que les deux aliments sont contaminés par plusieurs mycotoxines (tableau 
56).  
Il y a des taux importants de fumonisine et de ZEA (2 fois la dose journalière admissible de ZEA pour 
les nourrissons pour la croquette PK et plus de 6 fois pour la croquette M3). 
On retrouve aussi des trichothécènes ainsi que de l’OTA. Des aflatoxines sont aussi présentes dans ces 
2 aliments.  
 
Tableau 56 : Analyse des croquettes (aliments de la femelle ayant eu le chaton2). 
 Toxines de champs produites 
par Fusarium 


















133,63 110,43 104,7 0,074 0,128 ND G2, G1, B2 
PK 
 
41,86 157,95 320,5 0,177 <LOD <LOD G2, G1, 
 
4.1.2.2 Analyse des mycotoxines dans les organes 
 
 La preuve de la contamination des chatons par les mycotoxines ingérées par la mère réside 
dans le fait de trouver ces mycotoxines dans le foie, le rein, le cerveau et l’intestin du chaton mort-né 2 
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Tableau 57 : Analyse des organes chaton 2.  
 Toxines de champs produites par 
Fusarium  
















Foie chaton 2 10,91 ND NA ND ND ND B2 
Rein chaton 2 10 ND NA 4,39 ND ND B2 
cerveau chaton 2 72,95 22,27 NA 1,083 ND 0,77 B2 
Intestin chaton 2 6,25 ND NA 0,63 ND 0,047 B2,G1 
  
 En plus des mycotoxines retrouvées dans l’aliment, on observe aussi au niveau des organes, 
des métabolites de la ZEA et de l’OTA. 
Il y a une forte  accumulation des mycotoxines dans le cerveau. En effet, des quantités importantes de 
ZEA et de FB sont retrouvées dans cet organe. Quant aux aflatoxines B1 et B2, elles ne se retrouvent 
que dans le cerveau et l’intestin. L’AFB2 est retrouvée en plus grande quantité dans le rein que dans 
les autres organes, ceci est vraisemblablement du au fait que l’AFB1 a été métabolisée en AFB2 (voir 
figure 120).  
 
 
Figure 120 : Profil HPLC de séparation des aflatoxines dans les organes du chaton 2 
 
 Bien qu’il y ait  peu d’OTA dans la ration, il y a une forte accumulation d’OTA et de ses 
métabolites dans le rein, qui est un organe cible pour cette toxine (figure 121). Ceci n’est pas étonnant 
puisque l’OTA s’accumule dans le rein. La demi-vie d’élimination chez la plupart des animaux est de 
plusieurs dizaines de jours. 
 
 
Figure 121 : Profil HPLC de séparation de l’OTA dans les organes du chaton2, foie (en noir) et le rein (en 
rouge) 
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Les résultats obtenus nous permettent d’établir un lien direct entre la présence des 
mycotoxines dans les aliments des animaux de compagnie analysés et les problèmes de reproduction 
rencontrés chez les éleveurs. Il y a une corrélation entre la présence des mycotoxines dans 
l’alimentation, dans les organes des chatons mort-nés et les problèmes de reproduction. Lors du 
changement de nourriture, des améliorations ont été observées. Ces mycotoxines traversent la barrière 
placentaire et se retrouvent dans les organes des chatons. Ceci est en accord avec d’autres travaux.  
L’OTA passe dans le placenta, s’accumule et altère un certain nombre de paramètres associés à la 
croissance et à la différenciation cellulaire embryonnaire chez le rat, en fonction de la dose (Mayura et 
al., 1986) et chez la souris ; ce qui démontre l'action directe de cette toxine sur le développement 
embryonnaire. L'administration d'OTA, à des rattes gestantes occasionne une perte de poids des fœtus 
ainsi qu'une proportion anormale de fœtus présentant des hémorragies (Moré & Galtier, 1974 et 1975). 
L’OTA a aussi un effet au niveau des testicules; et modifie la spermatogénèse. L’OTA est trouvée 
dans le plasma séminal de verrats consommant 20 ou 40 µg d’OTA par jour (la viabilité des 
spermatozoïdes, leur mobilité et leur longévité étant significativement réduites après un délai lié à la 
durée du cycle de la spermatogénèse, de 39 jours chez le porc. Une baisse de la qualité du sperme a été 
également constatée par chez des verrats consommant un aliment contaminé par de l’OTA (rapport de 
l’AFSSA, 2009) 
Les AFs sont tératogènes pour le hamster, le rat. L'administration d'une dose unique  d'AF 
provoque des malformations dont la saillie des intestins, voire des avortements. Arora et al. (1981) 
relatent que chez les souris CBA gestante, l'administration d'une dose unique d'AFB1 provoque des 
anomalies fœtales (exencéphalie et saillie de l'intestin), uniquement lorsque l'exposition a lieu le 8ème 
jour de gestation mais pas au jour suivant. L'effet tératogène est observé aussi chez les embryons de 
poulet pour lesquels on note un retard de croissance, une exencéphalie, une microcéphalie, une 
anophtalmie, un palais fendu (bec de lièvre) et une déformation des maxillaires (Vesley et al., 1983). 
La FB1 affecte les fœtus chez les rattes en gestation engendrant des portées de poids plus 
faibles et un développement moindre du squelette fœtal. La FB1 est embryotoxique in vitro, elle 
diminue la croissance et le développement d’embryons de rats en culture, elle diminue la croissance et 
le développement des embryons de rats (Pfohl-Leszkowicz, 1999). 
Il est connu que la  ZEA provoque des dommages irréversibles sur le système reproducteur. 
L’implication de la ZEA ou un des ses métabolites comme agent pouvant contribuer aux problèmes de 
reproduction chez les animaux familiers, a été formulé. Plusieurs études ont impliqué la ZEA dans les 
problèmes de fertilité et de reproduction. La zéaralénone et le zéaralanol sont suspectés d’être à 
l’origine de changements pubertaires chez des jeunes enfants à Porto-Rico. Leur sang contenait de la 
ZEA et ses dérivés. Il a été observé des naissances prématurées, une puberté précoce et une 
gynécomastie prépubertaire (Saenz, 1984 et 1985). Mellor (2003) a noté une diminution de la 
conception, une augmentation de nombre de chiots mort-nés chez les chiens dont la nourriture était 
contaminée en ZEA. La  ZEA (200µg/kg pc/j pendant 7 jours) a provoqué des dommages dans les 
cellules des ovaires, de l'œdème et une hyperplasie des oviductes et de l'utérus de chiennes (Gajecka et 
al., 2004a).  Dans notre étude (voir chapitre I), les chiens (de 10kg) et les chats (de 3kg) nourris avec 
les croquettes contaminés en ZEA, pouvait ingérer 196ng/kg pc /j et 800 ng/kg pc /j respectivement, 
pendant plusieurs jours voir plusieurs mois. 
Différentes études chez la souris montrent un impact de la consommation de DON sur la 
reproduction (Hicks et al., 2000). L’administration de DON entre le 8ème  et le 11ème  jour de gestation 
entraîne des avortements (9 % dès 2,5 mg/kg de poids corporel/jour ; 100 % au-delà de 10 mg/kg de 
poids corporel/jour) (Khera et al., 1982). Pour des doses inférieures à 2 mg/kg de poids corporel/ jour, 
une augmentation des morts-nés, une baisse du poids et de la survie post-natale sont observés (Khera 
et al., 1984). 
Les poils clairsemés des chatons peuvent être dus à la présence de trichothécènes dans leur 
alimentation. En effet il a été montré que la toxine T2 comme le diacétoxyscirpénol entraînait une 
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4.1.3 Analyse des adduits à l’ADN dans les organes des chatons mort-né. 
 
Au cours de cette étude, nous avons aussi recherché les adduits à l’ADN dans certains 
organes. Les profils d’adduits sont présentés dans la figure 122. 
 
 
Figure 122 : Profils d’adduits des organes des chatons mort-nés (rein, foie et cerveau)  
 
Dans les foies des chats comme dans le rein, on observe plusieurs adduits. Certains de ces 
adduits ont des propriétés chromatographiques identiques aux adduits générés par l’OTA. Ceci est 
surtout flagrant dans le rein du chaton. On observe un des deux adduits spécifiques de l’OTHQ (Q2) et 
le C-C8-dGOTA (1). Ceci est particulièrement intéressant puisque dans cet organe, nous avons 
observé une accumulation de l’OTA. D’autre part, nous avons détecté des métabolites d’OTA.  
Dans le foie du chaton mort-né, il y a moins d’adduit mais néanmoins il y a un des 2 adduits 
spécifiques de l’OTHQ (Q2). Dans cet organe, nous avons noté une accumulation de l’OTA mais 
moins importante que dans le rein. 
 
Dans le cerveau du chaton mort-né, nous avons détecté deux adduits spécifiques de l’OTA (le C-C8 
dG OTA) et l’adduit Q2 de l’OTHQ. Le profil est similaire à celui obtenu avec le rein. Dans le 
cerveau, nous avons retrouvés de l’OTA, de l’AFB1 et des quantités importantes de ZEA et FB1. 
 
Les effets de l’OTA ont été démontrés dès les années 1970 (Szczech, 1978). Les effets 
tératogènes de l’OTA ont été rapportés par plusieurs auteurs. Elle provoque des anomalies 
morphologiques chez diverses animaux, chez le rat (Brown et al., 1976),  la souris (Hayes et al., 
1974), le hamster (Hood et al., 1975), le porc (Shreeve et al., 1977) et les embryons de poulet  (Gilani 
et al., 1978). 
L'OTA a été administrée à différentes doses  (2 ; 2,5 ;  3,0 ; 3,5 et 4 mg / kg de poids corporel), entre 
le 6ème et 15ème jour de gestation. Les malformations majeures étaient hydrocéphalie externe 
(accumulation excessive de liquide céphalo-rachidien (LCR) à l'intérieur des cavités du cerveau, due à 
une mauvaise circulation ou une absorption déficiente du LCR), fermeture incomplète du crâne et 
l’omphalocèle (absence de fermeture de la paroi abdominale antérieure du fœtus). L’hydrocéphalie 
interne, la dilatation du bassinet rénal et l'hypoplasie rénale sont les anomalies majeures des tissus 
mous internes. Les défauts squelettiques sont des anomalies du développement des os du crâne, des 
sternèbres (élément primitif du sternum), vertèbres et des côtes. Ces malformations fœtales ont été le 
plus marqué sur le 6ème  et 7ème jour de gestation qui est considérée comme la période la plus critique 
pour l'induction de la tératogénicité chez le rat. La plus forte dose de 4 mg d'OTA/kg de poids corporel 
est embryo-toxique et foeto-toxique. Une seule administration de 2,75 mg d'OTA/kg de poids corporel 
entraîne un effet tératogène et est de ce fait considérée comme la dose minimale (Damu, 2007). Des 
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effets génotoxiques (augmentation du nombre de micronoyaux et des aberrations chromosomiques 
dans les cellules de la moelle osseuse ; fréquence accrue des échanges de chromatides sœurs dans la 
moelle osseuse et des splénocytes) ont été observés. Des lésions histologiques principalement  de 
types dégénératifs ainsi que la nécrose du foie, des reins, de l'utérus ont été observés.  Au niveau du 
placenta, du foie, des reins, des yeux, du cerveau et la rate des fœtus, des dommages mitochondriaux 
et nucléaires ont également été enregistrés. Une réduction de la tératogénicité a été observée par la  
vitamine C (Damu, 2007). 
 
Les effets dus à l’OTA et d’autres mycotoxines simultanément comme la T-2 (Hood et al., 
1978) et l’AFB1 (Wangikar et al., 2004 ; 2005) ont été rapportés. L'ochratoxine A et toxine T-2, sont 
connus pour être tératogènes chez les mammifères. Afin de déterminer les effets possibles de 
l'exposition simultanée, l'ochratoxine A (2 ou 4 mg/kg) et toxine T-2 (0,5 mg/kg) ont été injectés, 
ensemble ou individuellement, à des souris CD-1 aux 8ème  ou 10ème jours de gestation. L'ochratoxine a 
induit des malformations cranio-faciales lorsqu'elle est administrée seule au 8ème  jour, mais pas au 
10ème  jour. La toxine T-2 a induit des anomalies de la queue et des membres particulièrement 
lorsqu'elle est administrée au 10ème jour. Lorsque les deux toxines ont été données ensemble au 10ème  
jour, l'ochratoxine a exacerbé l'incidence des malformations induites par T-2. Une augmentation des 
effets foetotoxiques a également été notée dans les groupes traités par la combinaison, à la dose élevée 
sur les deux jours. Les effets sur la croissance fœtale avec la combinaison à dose élevée au 10ème  jour 
ont été supérieurs à celles des autres traitements. Peu de malformations squelettiques ou viscérales ont 
été notées. Ces résultats indiquent que ces agents tératogènes ont des mécanismes différents de 
tératogenèse. Les effets sont additifs lorsque les substances sont administrées simultanément (Hood et 
al., 1978).  
Des rattes Wistar ont été traités oralement pendant les 6 ème -15 ème jours de gestation  avec des 
concentrations croissantes d’OTA (0,125 ; 0,25 ; 0,50 ; 0,75 mg/kg), ou d’AFB1 (0,125 ; 0,25 ; 0,50 ; 1 
mg/kg), et en combinaison (0,125 +0,125 ; 0,25+0,50 ; 0,50+0,25 mg/kg). L’examen histologique des 
organes du fœtus a révélé que l’OTA, l'AFB1, et leurs traitements combinés ont provoqué des 
changements au niveau des organes internes. Dans le cas de l'OTA, l'incidence des lésions 
pathologiques du foie, du rein, du cerveau et des lésions oculaires est élevée, alors que lors du 
traitement à l’AFB1 ce sont le foie, le cerveau, les reins et le cœur qui sont  touchés. L'incidence des 
lésions cardiaques, en particulier des défauts valvulaires, augmente dans les groupes ayant reçu les 
deux mycotoxines. L’étude indique que l'apparition de lésions cérébrales, des reins et du foie lors du 
traitement combiné est moins importante que lors des traitements individuellement par chaque toxine 
suggérant un effet antagoniste entre l’OTA et l'AFB1 (Wangikar et al., 2004). L’OTA et l’AFB1 ont 
aussi un effet antagoniste chez le lapin suite à une exposition simultanée aux deux toxines 
respectivement à des doses 0,05 + 0,05 ; et  0,1 + 0,1 mg/kg par poids corporel (Wangikar et al., 
2005). 
4.2 Mycotoxines dans l’alimentation des chevaux 
 
4.2.1 Mycotoxines dans la luzerne 
Suite à des aphtes récurrents dans la bouche des chevaux,  des ulcères et une perte dans un 
élevage de chevaux, il a été suspecté un effet lié aux mycotoxines. Pour vérifier cette potentialité, six 
catégories de mycotoxines ont été analysées : ochratoxines (OTA); aflatoxines B1, B2, G1, G2 ; 
citrinine (CIT) ; zéaralénone (ZEA); fumonisines (FB) et désoxynivalénol (DON) dans le sang du 
cheval et dans la luzerne. Les résultats sont résumés dans le tableau 58, en prenant en compte le 
rendement de récupération de chaque toxine. 
Tableau 58 : Taux des mycotoxines dans la luzerne et le sang du cheval 
 
Toxines de champs produites par 
Fusarium 
Toxines de stockage produites par 
Aspergillus et Penicillium 












Sang cheval 31 11 0,033 321 <LOD 364 
luzerne 1344 <LOD 110 <LOD <LOD 75 
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Nous avons détecté que dans le sang du cheval, de l’OTA, de l’AFB1, de la FB1, de la ZEA et 
du DON.  
Comme la luzerne était suspectée être responsable, seul cet aliment a été analysé. Dans la luzerne, de 
l’AF, la ZEA (très forte concentration de 1,3 mg/kg) et de la DON (chef de file des trichothécènes) ont 
été retrouvées. Ni la FB, ni l’OTA, ni la CIT n’ont été détectées.  Ceci signifie que la luzerne n’est pas 
la seule origine de la contamination. Le taux de ZEA (1344µg/kg) est particulièrement inquiétant, et 
pourrait avoir un effet délétère sur la fertilité des animaux. Ce taux est de 26 fois plus élevé que celui 
autorisé en alimentation pour les porcs (50µg/kg). 
La présence de DON peut expliquer la formation d’aphtes buccaux. L’ingestion de doses de 
trichothécènes (5 mg/kg d’aliment) entraîne des nécroses buccales et gastro- intestinales ainsi qu’une 
diminution du gain de poids (Chi & Mirocha, 1978 ; D’Mello et al., 1999). Phénomène amplifié par la 
présence des autres toxines. Ces toxines ont d’autres effets sur la santé des animaux (problèmes 
hépatiques voire rénaux), diminution de la vitalité des animaux. 
De nouveaux effets sont décrits chez les volailles après absorption simultanée de plusieurs toxines: 
accroissement de la quantité de protéines dans le sang (FB1-DON) (Harvey et al., 1996), du taux de 
calcium sérique (FB1-toxine T-2 ) (Kubena et al., 1997a) et du taux d’hémoglobine et de l’hématocrite 
(Kubena et al., 1995). Le DON agit en synergie avec le nivalénol  (Madhyastha et al., 1994 ; Tajima et 
al., 2002). 
 
4.2.2 Mycotoxines dans le foin 
 
Nous avons effectué 3 prélèvements (foin 1, foin 2 et foin 3) d’un même ballot de foin 
d’aspect hétérogène. Le cheval ayant consommé cet aliment avait des coliques violentes avec 
dégradation des paramètres vitaux et des périodes d’abattements suivis de manifestations violentes. 
L’état de santé du cheval a empiré en quelques jours. Vu sa grande agitation et les douleurs, le cheval 
a été euthanasié. Comme il semblait y avoir une corrélation entre l’alimentation et les problèmes de 
santé, et comme les symptômes et la description de l’autopsie laissait penser à une contamination par 
des mycotoxines, il a été procédé à des analyses de mycotoxines dans le foin. Les résultats obtenus 
sont indiqués dans le tableau 59. 
 
Tableau 59 : Taux des mycotoxines dans les échantillons de foin 
 
Toxines de champs produites par 
Fusarium 
Toxines de stockage produites par 













Foin 1 346 <LOD 71 <LOD <LOD 3,1 
Foin 2 352 <LOD 49 <LOD <LOD 1,8 
Foin3 900 <LOD 63 <LOD <LOD 3,2 
 
La répartition en mycotoxine est très hétérogène. Ce ballot de foin contient des quantités très 
importantes de ZEA et des quantités importantes d’AFB1. On note aussi la présence de DON 
(désoxynivalénol, chef de file des trichothécènes). Il n’y a pas par contre ni OTA, ni CIT, ni FB.  
La ZEA est retrouvée à des quantités de 7 à 18 fois plus élevées que celle autorisée en 
alimentation pour les porcs (50µg/kg).  
Nos résultats bien que plus faibles concordent avec ceux obtenus par le laboratoire « Eurofins » qui 
ont détecté une présence encore plus élevée de zéaralénone (18000µg/kg). Ceci n’est pas 
contradictoire mais confirme bien l’hétérogénéité du foin. Un taux aussi élevé de zéaralénone peut à 
lui tout seul expliquer la mort du cheval. Il est important de noter que les mycotoxines agissent en 
synergie. L’effet combiné de plusieurs mycotoxines a été étudié (Speijers et al., 2004), notamment 
l’effet simultané de l’AFB plus l’OTA (Verma et al., 2002 et 2007; Sandhu et al., 1995; El Golli-
Bennour et al., 2010 ; Imperato et al., 2011), l’effet combiné de l’AFB plus la FB (Ogido et al., 2004 ; 
Bernabucci et al., 2011),et  la FB plus la ZEA plus l’OTA (Domijan et al., 2005). 
Les résultats d’autopsie (coliques, aspect inflammatoire et noirâtre du colon ; problème de 
comportements) mettent en avant une intoxication par des trichothécènes, dont font partie le DON, 
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mais également la satratoxine élaborée par Stachybotrys atra. Ce champignon a été mis en évidence 
sur le foin par l’école nationale vétérinaire de Toulouse (ENVT).  
L’hypertrophie du foie pourrait être du à la présence d’aflatoxine. Le décès du cheval peut s’expliquer 
par l’ingestion du foin contaminé par des taux élevés de ZEA, associée à de la DON et aux 
mycotoxines produites par Stachybotrys atra ainsi qu’à l’aflatoxine B. Ces mycotoxines agissent en 
synergie ce qui réduit la marge de sécurité.  
 
4.2.3 Mycotoxines dans le maïs 
 
Plusieurs chevaux sont morts subitement après ingestion de maïs doux (figure 123), en 
présentant des symptômes ressemblant à une intoxication aiguë par les fumonisines B. Des signes de 
leucoencéphalomalacie ont été observés. L’autopsie montre clairement l’infiltration d’un liquide 
jaunâtre et d’un œdème (figure 124) (voir photos faite par le Dr Hugnet : Expert Judiciaire. 
Département des Sciences Biologiques Fondamentales et Appliquées Unité des Sciences 
Pharmaceutiques et Toxicologiques). Le foie était nécrosé.  
 
 
Figure 123 : Le maïs à l’origine de l’intoxication 
 
 
Figure 124 : Infiltration d’un liquide jaunâtre dans les méninges (Cerveau de cheval) (photo de gauche).  Taille 
de la lésion au niveau du cerveau de cheval (photo de droite). 
 
Le cerveau, le rein, le foie et du sang d’un des animaux a été immédiatement prélevés et 
envoyés au laboratoire pour analyse. Un échantillon de maïs a également été prélevé.  
La présence de fumonisines B1, B2 et B3 dans les organes et dans le maïs a été recherché. 
Comme d’autres mycotoxines, peuvent se former lors d’ensilage ou mauvaise conservation des 




4.2.3.1 Préparation des échantillons pour l’analyse des fumonisines  
 
Les échantillons de maïs prélevé le jour du décès ont été séparés en deux lots, ceux 
« visiblement fusariés » (VF) et ceux « non visiblement fusariés » (NVF). Dans chaque lot il a été 
prélevé un épi complet (feuilles, grains, et centre) qui a été découpé  et broyé au Waring blendor. Sur 
chaque ‘broyat’ d’épi, il a été prélevé deux portions de 20 grammes  
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 Deux ml de sang qui ont été mélangés à 18 ml de méthanol (MeOH) : acétonitrile : eau (25 : 25 : 50) 
et agité pendant 1heure avant centrifugation. Le surnageant a été collecté pour purification par colonne 
d’immuno-affinité et analyse par HPLC.  
Les organes suivant ont été analysés : Foie nécrosé (3,85 g) ; Foie non nécrosé (3,20 g) ; Rein (3,29 
g) ; Cerveau nécrosé (3,6 g).  
Chaque morceau de tissu a été découpé en dés de 1 mm3 environ, puis broyé au Poter en présence 
d’acétonitrile : eau (50 : 50) (10ml pour 1g de tissu) selon Smith & Thakur, 1996. Après 
homogénéisation complète, la ‘bouillie’ a été agitée pendant 1 heure puis filtrée sur papier Whatman. 
Le filtrat est purifié sur colonne d’immuno-affinité (IAC). 
La graisse a été analysée. 5,6 g de graisse prélevée au niveau du rein ont été découpés en petit dés de 
1-2 mm3 et broyés au Poter dans de l’hexane (100 ml d’hexane pour l’échantillon). Le mélange a été 
filtré sur filtre Whatman puis le résidu a été repris dans 20 ml d’acétonitrile : eau (50 : 50) et agité 
pendant 1 heure. Le mélange a ensuite été filtré. Le filtrat est purifié sur colonne d’immuno-affinité 
(IAC). Les résultats des FBs sont indiqués dans le tableau 60. Les résultats sont des résultats bruts sans 
rectification en fonction du rendement d’extraction. Ceci sous entend que les valeurs sont sous 
estimées. 
Tableau 60 : Analyse des Fumonisines 
Type/N° Echantillon Concentration  en FB1 
Sang 2,8 µg/l 
Graisse 1,0 ng/g 
Cerveau 3,7 ng/g 
Rein 1,2 ng/g 
Foie nécrosé 3,8ng/g 
Foie non nécrosé 7,1 ng/g 
Maïs non visiblement fusarié (NVF) 1,1 mg/kg 
Maïs visiblement fusarié (VF) 0,71 mg/kg 
Le maïs « apparemment sain » (non visiblement fusarié) comme celui fusarié contient une 
quantité importante de FB1 (supérieure à 1mg/kg). Le maïs non fusarié en contient 30% de plus que le 
fusarié. Le maïs non visiblement fusarié contient aussi d’autres fumonisines, dont la FB2 mais en 
quantité bien inférieure à la FB1. 
Pour le maïs visiblement fusarié, il y a aussi de la FB2, FB3 et d’autres pics dans cette même zone qui 
correspondent sans doute à d’autres fumonisines,  mais qu’on ne peut  pas quantifier par manque des 
standards correspondants.  
Dans le sang de l’animal, on retrouve une quantité non négligeable de fumonisine. 
La fumonisine se retrouve dans tous les organes (foie, rein, cerveau) de l’animal. Les plus grandes 
quantités se retrouvent dans le foie. La partie non nécrosée du foie en contient deux fois plus que la 
partie nécrosée. On en retrouve aussi beaucoup dans le cerveau, mais également dans le rein et la 
graisse. S’il est clair que l’animal est mort suite à une intoxication aigue à la FB, le fait que le foie de 
l’animal soit nécrosé laisse supposer que l’animal avait sans doute été contaminé auparavant par 
d’autres mycotoxines à des quantités plus faibles. Pour cette raison, nous avons analysé la présence 
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4.2.3.2 Préparation des échantillons pour l’analyse de l’OTA et la CIT 
  
L’extraction et l’analyse sont réalisées par les méthodes classiques pour ces deux toxines. Les résultats 
de dosage d’OTA et de CIT sont réumés dans le tableau 61. 
 
Tableau 61 : Analyse de l’ochratoxine A et la citrinine 
Type d’échantillon OTA CIT 
Maïs moisis ND ND 
Maïs sain (non moisi) ND ND 
Foie 0,66 ng/g ND 
Rein 1,3 ng/g ND 
cerveau ND ND 
 
Ni l’OTA, ni la CIT ne sont retrouvées dans le maïs. Par contre, l’OTA est retrouvée dans le 
rein et le foie de l’animal. 
Comme l’OTA est ubiquitaire et qu’elle s’accumule et persiste longtemps dans l’organisme, le fait 
d’en retrouver dans les organes du cheval s’explique car il a du être en contact avec des aliments 
contaminés avant l’ingestion de ce maïs. Nous avons vu précédemment qu’il y avait un effet 
synergique entre les deux toxines, ce qui explique sans doute pourquoi à des taux de 1mg/kg de FB, on 
observe la mort de l’animal. 
 
5. Conclusion du chapitre  
 
Les deux lignées cellulaires : cellules rénales humaines (HK2) et les cellules mammaires 
humaines (MCF7) testées au cours de cette étude réagissent différemment selon la toxine testée et la 
combinaison de toxines. Ceci peut s’expliquer par une différence de métabolisation ou de réparation 
pour chaque lignée suivant ses caractéristiques.  
 De plus, l’effet de chaque mycotoxine prise individuellement ou combiné à d’autres toxines 
diffère. Cela nous fait supposer qu’elles n’agissent pas sur les mêmes sites, et qu’elles font appel à 
différents types de transport et de métabolisation. L’hypothèse la plus vraisemblable est la modulation 
de la métabolisation de l’une sur l’autre, comme cela est le cas pour la CIT et l’OTA (Molinié, 2004 ; 
Pfohl-Leszkowicz et al., 2007).  
 
Les résultats obtenus de l’étude de relation-structure-activité proposent des mécanismes 
d'action différents pour la génotoxicité et la cytotoxicité OTA, et sont conformes aux résultats récents 
montrant que la mutagénicité de l’OTA provient de sa génotoxicité directe, tandis que la cytotoxicité 
est dérivée de dommages oxydatifs à l'ADN. 
Aussi bien sur les cellules, comme chez les animaux, l’effet génotoxique de l’OTA est 
amplifié par la présence d’autres mycotoxines (CIT ou FB1 ou ZEA). L’effet des ces mycotoxines sur 
l’OTA sont à l’origine d’une synergie.  
Les mesures réglementaires en vigueur dans l’Union Européenne sont parmi les plus sévères. 
Même si ces études et ces réglementations ont permis de diminuer le risque à un niveau très faible, le 
risque de la multicontamination persiste. Nous avons observé des effets génotoxiques même à des 
concentrations considérées comme sûre (concentration de l’ordre de la dose journalière 
admissible).Certaines concentrations de mycotoxines n’ayant pas ou peu d’effet sur la viabilité 
cellulaire, peuvent avoir des effets drastiques du point de vue génotoxique. Il a été observé des adduits 
à l’ADN à des concentrations, sensée protéger des effets cancérogènes (5 ng d'OTA/kg poids corporel/ 
jour et de 200ng FB1/kg pc/j).  
 D’autre part, nous avons constaté  que lorsque les doses de mycotoxines sont élevées, la 
cytotoxicité l’emporte sur la formation des adduits. 
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La détection des adduits pourra servir dans le domaine du diagnostic et du pronostic de 
développement de cancers. Leur détection à un moment précoce pourrait être un biomarqueur pour le 
suivi d'une contamination et pour la mis en place d'un traitement avant développement d'un cancer. 
Sur tous les animaux, il a été constaté des effets toxiques, qui apparaissent à des 
concentrations faibles, inférieures aux recommandations pour animaux voire pour nourrissons. 
L’effet d’accumulation de ces toxines dans les organes cibles (foie et rein) doit être pris en compte 
lorsque les animaux sont nourris pendant une longue période avec des aliments contaminés en 
mycotoxines. Ces mêmes mycotoxines ont été transmis au fœtus. Elles ont été retrouvées dans les 
organes des chatons mort-nés. L’analyse des organes montrant bien qu’il y a eu absorption et 
distribution jusque dans le cerveau des animaux. La quantité des mycotoxines dans les tissus dépend 
de la quantité dans les aliments pour animaux. 
 
Les co-contaminations ne sont pas prises en compte dans les législations. C’est un tort car 
plusieurs d’entre elles ont des effets synergiques. Ainsi la CIT amplifie l’effet néphrotoxique et le 
cancer induit par l’OTA. La FB1 amplifie la toxicité de l’OTA. Des effets synergiques de la CIT et de 
l'OTA ont été démontrés (Pohland et al., 1992). Des études in vivo ont montré que la présence 
simultanée de ces deux mycotoxines favorise la mort chez les souris (Boorman, 1989), et les chiens 
(Kitchen  et al., 1977).  
 
D’autre part, la législation ne concerne que les animaux de la ferme. Il conviendrait d’établir 
des seuils pour animaux familiers (chat et chien) comme celles établis pour les nourrissons, en prenant 
en compte la durée de vie de l’animal, sa taille, le fait qu’il est nourri par le même aliment durant toute 
sa vie, ainsi que son métabolisme. 
 
De plus, ces mycotoxines sont très stables puisqu’on en retrouve dans les produits 
transformés. En vue d’éviter des effets sur la santé humaine et des pertes économiques dans les 
élevages, il est indispensable de trouver des moyens de détoxification après transformation. Cet aspect 
a été étudié dans le chapitre III. 
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La contamination fongique étant difficile à éviter, la décontamination des ressources 
alimentaires se révèle donc être un enjeu important en santé humaine et animale mais également un 
enjeu économique. Plusieurs techniques de réduction en mycotoxine de la matrice alimentaire ont été 
élaborées avec plus ou moins de succès comme l’ionisation ou l’inactivation des mycotoxines par la 
température. Les inconvénients majeures de ces techniques sont la détérioration en partie l’aliment ; le 
coût et la méconnaissance des effets que peuvent avoir les produits de dégradation (Schatzmayr et al., 
2006 ; Kolosova & Stroka, 2011).  
 
D’autres méthodes plus récentes consistent à empêcher que la mycotoxine ne soit absorbée au 
niveau du tube digestif. L’une des méthodes les plus efficaces semble être l’utilisation de composés 
adsorbants. C'est-à-dire lient à leur surface, de manière plus ou moins spécifique, les composés divers 
avec lesquels ils sont en contact, dits adsorbats, les rendant moins bio disponibles. Les adsorbants sont 
ajoutés à l’aliment et fixent les mycotoxines, mais aussi d’autres composés de l’aliment, dans le 
tractus digestif de l’animal. L’adsorbant n’étant pas assimilé par l’organisme, il est évacué avec 
l’adsorbat lié. 
Comme nous avons mentionné dans l’introduction un des inconvénients des adsorbants 
inorganiques est leur manque de spécificité ainsi que leur faible efficacité vis-à-vis des mycotoxines 
autre que l’aflatoxine. Les parois de levure ou levures inactivées présentent des bonnes capacités 
d’adsorption vis-à-vis de plusieurs mycotoxines, ce qui est particulièrement important puisque la 
nourriture est très fréquemment contaminée par plusieurs mycotoxines simultanément. Un autre 
avantage est que les levures sont biodégradables et ne vont pas s’accumuler dans l’environnement 
puisqu’elles ne persisteront pas dans les déjections des animaux à l’instar des adsorbants inorganiques. 
D’autre part, les levures entières possèdent des enzymes pouvant éventuellement favoriser la 
dégradation des mycotoxines. 
 
Etant donné que certaines mycotoxines sont connues pour provoquer un stress oxydatif au niveau 
cellulaire, nous avons testé l’effet de levures enrichies en antioxydants. Ainsi, nous avons concilié 
deux techniques de désactivation à savoir l’adsorption et l’utilisation des antioxydants. 
 
L’efficacité du pouvoir désactivateur (adsorption, biodégradation) des produits dérivés de levures a été 
testée. Nous avons réalisé deux types d’études. L’une en culture cellulaire en étudiant la désactivation 
de deux mycotoxines : l’OTA et la ZEA toutes deux connues pour impacter les élevages porcins et de 
volaille ; l’autre in vivo sur poulet ingérant de l’OTA. Les produits de levure testés aucours de notre 
étude ont été fournis par la société Lesaffre. 
 
1. Désactivation  de l’OTA  et  de la ZEA par les levures enrichies en 
antioxydant (glutathion et sélénométhionine) dans les cellules rénales (HK2) 
et les cellules des glandes mammaires (MCF7) 
 
1.1 Evaluation de la viabilité cellulaire suite à l’exposition des cellules (HK2 et MCF7) 
au glutathion pur ou à la  sélénométhionine pur  
 
1.1.1 Effet du glutathion et sélénométhionine sur la viabilité des cellules rénales humaines 
(HK2) 
Dans un premier temps, nous avons vérifié l’impact du glutathion seul ou de la séléno-
méthionine sur la viabilité des cellules rénales, exposées à trois concentrations (1 ; 10 et 100µM). 
L’effet de ces composés est représenté dans la figure 125. 
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Figure 125 : Taux de survie des cellules rénales humaines (HK2) en fonction des concentrations du glutathion 
pur (à gauche) et du sélénométhionine (à droite) après 24h et 48h d’exposition. 
 
Le glutathion par lui-même ne module pas ou très peu la viabilité des cellules rénales 
humaines après 24 et 48h d’exposition. 
La sélénométhionine pur induit une très légère prolifération cellulaire aux concentrations de 10 et 
100µM, quelque soit le temps d’exposition. 
 
1.1.2 Effet des toxines (OTA, ZEA) en présence de glutathion sur la viabilité cellulaires des 
HK2  
Pour tester l’effet combiné du glutathion avec la ZEA ou l’OTA, nous avons pris comme 
concentration en mycotoxine 10µM. Nous avons testé deux concentrations en glutathion (10 et 100 
µM) (figure 126). 
 
Figure 126 : Comparaison du taux de survie des cellules rénales humaines (HK2) en fonction des concentrations 
du glutathion pur et des toxines (OTA, ZEA et OTA+ZEA) après 48h d’exposition. * différence significative par 
rapport au témoin sans aucun traitement ; ° différence significative par rapport à exposition  à OTA seule ;@ 
différence significative par rapport à exposition  à ZEA seule ;# différence significative par rapport à exposition  
à OTA + ZEA 
 
On constate que le glutathion pur (GSH) a un effet protecteur vis-à-vis de l’effet cytotoxique 
provoqué par l’OTA seule sur les cellules HK2 après 48h (70% viabilité versus 60%). Néanmoins la 
protection n’est pas totale, et ne dépend pas du taux de GSH. 
Le glutathion associé à la ZEA diminue la viabilité cellulaire alors que la ZEA seule à cette 
concentration n’avait aucun effet après 48h (90% viabilité versus 100%). Le taux de GSH n’ pas 
d’influence sur cette baisse de viabilité. 
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L’effet combiné OTA + ZEA (10 µM) entraîne un effet cytotoxique plus important que celui 
provoqué par l’OTA seul. 
En présence de 10µM de GSH, l’effet cytotoxique engendré par l’exposition aux deux toxines 
simultanément est amplifié par rapport à l’exposition aux toxines prises indépendamment en présence 
de GSH. On note un effet synergique puisque la cytotoxicité est de 55% lorsque les deux toxines sont 
présentes en même temps que le GSH,  et était respectivement de 30% lors de l’exposition à l’OTA et 
le GSH ; et 10% lors de l’exposition à la ZEA et la GSH.  
Lors d’une exposition simultanée aux mycotoxines en présence de 10 fois plus de GSH, il n’y a plus 
de différence significative comparé à l’exposition aux deux toxines en absence de GSH. 
 
1.1.3 Effet des toxines (OTA, ZEA) en présence de sélénométhionine sur la viabilité 
cellulaire des HK2  
 
L’effet de la sélénométhionine (1 et 10 µM) et des mycotoxines (OTA et ZEA) a été testé sur les 
cellules rénales humaines (HK2). Le pourcentage de survie cellulaire est représenté dans la figure 127. 
 
 
Figure 127 : Comparaison du taux de survie des cellules rénales humaines (HK2) en fonction des concentrations 
du séléno--méthionine pur et des toxines (OTA, ZEA et OTA+ZEA) après 48h d’exposition. * différence 
significative par rapport au témoin sans aucun traitement ; ° différence significative par rapport à exposition  à 
OTA seule ;@ différence significative par rapport à exposition  à ZEA seule ;# différence significative par 
rapport à exposition  à OTA + ZEA 
  
La sélénométhionine aux deux concentrations choisies n'a aucun effet sur  la cytotoxicité 
induite par le traitement à l'OTA seule 10µM. La ZEA ne modifie pas la viabilité cellulaire que les 
cellules soient exposées à la ZEA seule ou en présence de sélénométhionine. 
Par contre, lorsque les 2 mycotoxines sont présentes simultanément, la cytotoxicité est plus importante 
comparée à celle observée lorsque les cellules sont traitées qu’avec de l’OTA (60 % viabilité versus 
55%). Par contre la cytotoxicité est nettement amplifiée par la sélénométhionine (42 % viabilité versus 
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1.1.4 Effet du glutathion et sélénométhionine sur la viabilité des cellules des glandes 
mammaires (MCF7) 
 
L’effet du glutathion pur et de la sélénométhionine pure a été testé sur la viabilité des cellules 
humaines de glandes mammaires (MCF7) (figure 128). 
 
Figure 128 : Taux de survie des cellules humaines mammaires(MCF7) en fonction des concentrations du 
glutathion pur (à gauche) et du sélénométhionine (à droite) après 24h et 48h d’exposition. 
 
Aux concentrations de 1et 10µM, le glutathion n’a pas d’effet significatif sur la viabilité des 
cellules MCF7. A forte dose 100µM, le GSH induit une prolifération cellulaire aussi bien après 24h 
d’exposition que 48h. 
La sélénométhionine ne modifie pas de manière significative la viabilité cellulaire des cellules MCF7. 
 
1.1.5 Effet des toxines (OTA, ZEA) en présence du glutathion sur la viabilité cellulaire des 
MCF7 
 Sur la figure 129 est présenté le pourcentage de survie des cellules mammaires 
humaines(MCF7) exposées au glutathion pur et aux mycotoxines (OTA, ZEA, OTA+ZEA). 
 
 
Figure 129 : Comparaison du taux de survie des cellules mammaires humaines (MCF7) en fonction des 
concentrations du glutathion pur et des toxines (OTA, ZEA et OTA+ZEA) après 24h et 48h d’exposition. * 
différence significative par rapport au témoin sans aucun traitement ; ° différence significative par rapport à 
exposition  à OTA seule ;@ différence significative par rapport à exposition  à ZEA seule ;# différence 
significative par rapport à exposition  à OTA + ZEA 
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L’OTA seule n’a pas d’effet sur la viabilité cellulaire des MCF7 alors qu’en présence de 
glutathion, on observe une prolifération cellulaire significative (115% versus 100%). La concentration 
en glutathion n’influe pas.  
La ZEA seule a un effet proliférateur (123% versus 100%). Le GSH inverse l’effet de la ZEA 
de manière drastique. En présence de GSH (10µM) la viabilité cellulaire n’est plus que de 68%.  
Comparé à l’effet de la ZEA seule, on constate un différentiel de viabilité de 55% (68% versus 
123%).Avec une quantité dix fois plus importante en GSH (100µM), la cytotoxicité est moins 
importante. La viabilité cellulaire est presqu’équivalente à celle des cellules témoin. Le GSH a donc 
un effet antagoniste à celui de la ZEA. 
L’exposition simultanée des cellules à la ZEA+OTA diminue significativement la viabilité 
cellulaire (88% versus 100% par rapport OTA seule ; versus 123% par rapport ZEA seule). La 
cytotoxicité est significativement augmentée en présence de 100 µM de GSH (70% de viabilité). Avec 
10 fois moins de GSH (10µM) et les deux toxines, la viabilité cellulaire est presqu’équivalente à celle  
des cellules exposées à la ZEA et 100µM de GSH. 
 
1.1.6 Effet des toxines (OTA, ZEA) en présence de  sélénométhionine sur la viabilité 
cellulaire  des MCF7 
 
Les cellules mammaires humaines (MCF7) ont été traitées  avec du sélénométhionine et les 
toxines. Les résultats du % de survie des cellules sont présentés sur la figure 130. 
 
Figure 130 : Comparaison du taux de survie des cellules mammaires humaines (MCF7) en fonction des 
concentrations du séléno-méthionine pur et des toxines (OTA, ZEA et OTA+ZEA) après 24h et 48h d’exposition. 
* différence significative par rapport au témoin sans aucun traitement ; ° différence significative par rapport à 
exposition  à OTA seule ;@ différence significative par rapport à exposition  à ZEA seule ;# différence 
significative par rapport à exposition  à OTA + ZEA 
  
La sélénométhionine n’a pas d’effet sur la viabilité des cellules MCF7 exposées à l’OTA.  
Par contre l’ajout de sélénométhionine empêche la prolifération provoquée par la ZEA sur les cellules 
MCF7. Il y a un effet antagoniste. Quelle que soit la concentration en sélénométhionine, on note une 
baisse significative de la viabilité cellulaire des cellules exposées à la ZEA. Le différentiel de viabilité 
est de 33%. 
L’ajout de sélénométhionine aux cellules exposées à l’OTA et à la ZEA simultanément amplifie l’effet 
cytotoxique induit par les 2 toxines (70% versus 88% par rapport à exposition aux deux toxines). Si on 
compare la viabilité cellulaire par rapport à celle obtenue lorsque les cellules sont exposées à la ZEA 
et à la sélénométhionine on constate un effet synergique en présence d’OTA (70% versus 90%). 
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1.2 Evaluation de la viabilité cellulaires des  HK2 et MCF7 exposées à l’OTA,  la 
ZEA en présence de levures enrichies en glutathion ou en sélénométhionine 
 
L’effet des levures enrichies en glutathion ou des levures séléniées a été testé sur les deux 
lignées cellulaires (HK2 et MCF7). L’effet a été comparé à l’impact du glutathion seul, ou de la 
sélénométhionine seule. La levure séléniée est une levure inactivée de Saccharomyces 
cerevisiae (CNCM I-3399) riche en sélénium organique (principalement Sélénométhionine), 
car elle est cultivée sur un milieu enrichie en sélénium (voir fiche technique en annexe 6). La 
levure glutathion est une levure inactivée de souche Saccharomyces cerevisiae naturellement 
riche en glutathion (voir fiche technique en annexe 7). 
L’adjonction des levures a été séquentielle. Les toxines ont été ajoutées soit au même moment 
que les levures [OTA+levure, ZEA+levure, (OTA+ZEA) +levure], soit une heure avant les levures 
[OTA 1h, ZEA 1h, (OTA+ZEA) 1h] ou une heure après les levures [levure 1h + OTA, levure 1h + 
ZEA, levure 1h + (OTA+ZEA)]. 
 
1.2.1 Effet des toxines (OTA, ZEA) en présence de levures enrichies en 
glutathion(LGSH) sur la viabilité des cellules rénales humaines (HK2) 
 
Nous avons testés l’impact des levures enrichies en glutathion sur la viabilité des cellules 
rénales humaines (HK2). La viabilité cellulaire est représentée dans la figure 131.  
 
Figure 131 : Comparaison du taux de survie des cellules rénales humaines (HK2) en fonction du temps 
d’introduction des levures enrichies en glutathion et des toxines (OTA, ZEA et OTA+ZEA). * différence 
significative par rapport au témoin sans aucun traitement ; ° différence significative par rapport à exposition  à 
OTA seule ;@ différence significative par rapport à exposition  à ZEA seule ;# différence significative par 
rapport à exposition  à OTA + ZEA 
 
Les levures enrichies en glutathion, par elles-mêmes ne modifie pas la viabilité cellulaire. 
Contrairement au glutathion pur, les levures enrichies en glutathion n’ont pas la capacité à réverser de 
manière significative l’effet cytotoxique de l’OTA lorsqu’elles sont ajoutées une heure avant ou une 
heure après l’exposition à l’OTA. Une légère amélioration est observée lorsque les levures sont 
ajoutées simultanément à la toxine (70% viabilité versus 60%). Il n’y a pas d’effet non plus lorsque les 
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cellules sont exposées à la ZEA et aux levures. Lorsque les cellules sont exposées aux deux toxines, il 
y a une faible amélioration de la cytotoxicité en présence des levures enrichies au glutathion et des 
deux toxines. La cytotoxicité observée est identique à celle observée lorsque les cellules sont exposées 
à l’OTA dans les mêmes conditions. Si on compare l’effet des levures enrichies au glutathion et le 
glutathion pur : faible effet avec les levures,  le glutathion pur réverse l’effet de l’OTA et en présence 
de ZEA ou OTA+ZEA induit une cytotoxicité. Ceci pointe le fait que l’effet n’est pas du seulement à 
la présence du glutathion. 
 
1.2.2 Effet des toxines (OTA, ZEA) en présence  des  levures enrichies en sélénométhionine 
(LS) sur la viabilité des cellules rénales humaines HK2 
 
Nous avons aussi testé l’effet des levures enrichies en sélénométhionine sur la viabilité  des 
cellules rénales humaines. Le pourcentage  de survie cellulaire est représenté dans la figure 132. 
  
 
Figure 132 : Comparaison du taux de survie des cellules rénales humaines (HK2) en fonction du temps 
d’introduction des levures séléniées et des toxines (OTA, ZEA et OTA+ZEA).* différence significative par 
rapport au témoin sans aucun traitement ; ° différence significative par rapport à exposition  à OTA seule ;@ 
différence significative par rapport à exposition  à ZEA seule ;# différence significative par rapport à exposition  
à OTA + ZEA. 
 
La levure séléniée seule ou combinée à la ZEA n’a aucun effet sur la viabilité cellulaire des 
HK2. Lorsque la ZEA est introduite 1h avant la levure, une légère prolifération cellulaire est observée. 
Par contre, l’effet cytotoxique dû à l’OTA ou à la co-exposition OTA +ZEA est réversée par les 
levures séléniées. Lorsque les cellules sont exposées aux toxines une heure avant l’ajout de la levure 
ou simultanément à la levure, on note même une prolifération cellulaire. Le différentiel de viabilité est 
d’environ 53% (57% versus 110%). Si la levure est introduite une heure avant les toxines, la viabilité 
cellulaire est identique à celle témoin. Les levures séléniées réversent totalement l’effet cytotoxique de 
l’OTA. 
Si on compare l’effet des levures séléniées à l’effet de la sélénométhionine pure, on constate que le 
schéma est complètement différent : effet protecteur avec les levures séléniées, aucun effet avec la 
sélénométhionine vis-à-vis de la cytotoxicité provoquée par l’OTA. De même la sélénométhionine 
aggrave l’effet cytotoxique de  l’OTA+ZEA alors que les levures séléniées ne modifient rien.  Ceci 
indique donc clairement que l’effet protecteur des levures séléniées n’est pas uniquement dû à la 
séléniométhionine. 
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1.2.3 Effet des toxines (OTA, ZEA) en présence  de levures enrichies en glutathion 
(LGSH) sur la viabilité  des cellules mammaires humaines (MCF7) 
 
Nous avons évalué la survie des cellules mammaires humaines (MCF7) exposées à l’OTA 
et/ou de ZEA en présence des levures enrichies en glutathion (figure 133). 
 
Figure 133 : Comparaison du taux de survie des cellules humaines de glandes mammaires (MCF7) en fonction 
du temps d’introduction des levures enrichies en glutathion et des toxines (OTA, ZEA et OTA+ZEA). * différence 
significative par rapport au témoin sans aucun traitement ; ° différence significative par rapport à exposition  à 
OTA seule ;@ différence significative par rapport à exposition à ZEA seule ;# différence significative par 
rapport à exposition  à OTA + ZEA ; &  différence significative par rapport à exposition  à levure GSH seule. 
 
 Les levures enrichies en glutathion par elles même provoquent une prolifération cellulaire des 
cellules MCF7 (150% versus 100%). L’exposition des cellules à l’OTA ne modifie pas l’effet 
proliférateur engendré par les levures. Il n’y a pas de différence significative entre les cellules 
exposées simultanément à l’OTA et la levure ou celles exposées d’abord à la toxine ni celles exposées 
d’abord à la levure, même si une légère tendance à la baisse soit observée lorsque les levures sont 
ajoutées avant l’OTA. L’effet proliférateur n’est donc dû dans ce cas qu’aux levures. 
 
 Quand la ZEA est introduite 1h avant la levure ou en même temps, l’effet proliférateur observé 
est similaire à l’effet induit par la levure seule. Lorsque la levure est introduite 1h avant la ZEA, on 
note une prolifération moins importante, mais cependant identique à celle observée lorsque les cellules 
ne sont exposées qu’à la ZEA. La levure enrichie en GSH réverse l’effet cytotoxique engendré par la 
présence simultanée des deux toxines (OTA+ZEA). L’effet est plus marqué lorsque la toxine est 
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1.2.4 Effet des toxines (OTA, ZEA) avec les levures enrichies en sélénométhionine (LS) sur 
les cellules mammaires humaines (MCF7) 
 
L’effet des levures séléniées sur la viabilité des cellules mammaires humaines exposée à 
l’OTA et/ ou ZEA) est schématisé dans la figure 134.  
 
 
Figure 134 : Comparaison du taux de survie des cellules humaines  de glandes mammaires (MCF7) en fonction 
du temps d’introduction des levures séléniées et des toxines (OTA, ZEA et OTA+ZEA). * différence significative 
par rapport au témoin sans aucun traitement ; ° différence significative par rapport à exposition  à OTA 
seule ;@ différence significative par rapport à exposition  à ZEA seule ;# différence significative par rapport à 
exposition  à OTA + ZEA ; &  différence significative par rapport à exposition  à levure GSH seule. 
  
 La levure séléniée provoque par elle-même une prolifération cellulaire spectaculaire (3 fois). 
Lorsque la levure séléniée est introduite 1h après ou en même temps que l’OTA, la prolifération 
cellulaire est moins importante que lorsqu’il n’y a que la levure (150% versus 300%). L’OTA réduit 
l’effet proliférateur. Par contre, si la levure séléniée est introduite 1h avant la toxine, l’OTA n’a plus 
aucun effet puisque la prolifération cellulaire est équivalente à celle observée lorsqu’il n’y a 
qu’exposition à la levure séléniée. 
Lorsque les cellules sont exposée à la ZEA 1h avant l’ajout de la levure séléniée, il n’y a plus de 
prolifération, mais une cytotoxicité (60% viabilité versus 300 % levure seule ; versus 123% ZEA 
seule).  
L’ajout simultanée de la levure LS et la ZEA ne modifie pas la viabilité cellulaire qui est équivalente à 
celle des cellules exposées à la ZEA seule.  
Quand la levure est ajoutée 1h avant la ZEA, on note une prolifération cellulaire similaire à celle 
induite par la levure seule. 
La  levure séléniée a peu d’impact sur l’effet de l’OTA+ZEA lorsque les toxines sont ajoutées avant 
ou au même moment que la levure.  
Lorsque la levure est introduite 1h avant, on note une prolifération cellulaire semblable à celle 
observée lorsque les cellules ne sont exposées qu’à  la levure seule. 
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1.2.5 Conclusion sur la cytotoxicité  
 
La comparaison entre les effets des antioxydants purs (GSH ; sélénométhionine) avec les 
levures correspondantes montrant que les effets observés avec les levures ne sont pas dus 
exclusivement à la présence du GSH ou de la sélénométhionine. Il est important de noter qu’un même 
produit ou une même levure en présence des toxines modifiera la viabilité cellulaire de manière 
contradictoire suivant le type cellulaire.  
 
Ainsi les cellules rénales sont sensibles à l’OTA (cytotoxicité) légèrement contrecarrée par le GSH 
pur, mais pas par les levures GSH. Ces cellules sont insensibles à la ZEA, qui par contre devient 
cytotoxique en présence de GSH. Un effet synergique est observé quand les cellules rénales sont 
exposées simultanément à une quantité équivalente d’OTA/ZEA et GSH. Cette synergie n’est pas 
observée avec les levures GSH. 
 
Les cellules des glandes mammaires sont quant à elle sensible à la ZEA (prolifération). Cette 
prolifération est contrecarrée jusqu’à engendrer une cytotoxicité en présence de GSH pur. Ce 
phénomène n’est pas observé avec les levures GSH. Ces cellules sont insensibles à l’OTA seul, par 
contre l’exposition simultanée avec le GSH pur induit une prolifération cellulaire. 
 
La comparaison exposition à la sélénométhionine ou aux levures séléniées conduit aux mêmes 
conclusions qu’avec le GSH. Ainsi la sélénométhionine n’améliore pas l’effet cytotoxique induit par 
l’OTA alors que les levures séléniées inhibent la cytotoxicité de l’OTA sur les HK2, on observe même 
une prolifération. La sélénométhionine inhibe la prolifération cellulaire induite par la ZEA alors que 
les levures séléniées n’ont cet effet que si elles sont ajoutées 1h après la ZEA sur les cellules MCF7.  
 
 1.3  Evaluation de la génotoxicité (formation d’adduits à l’ADN) sur les cellules (HK2 et 
MCF7) 
Nous avons testé l’influence du glutathion pur; de la levure glutathion; de la sélénométhionine 
pure ou de la levure séléniée sur la génotoxicité induite par l’OTA et/ou de la ZEA  dans  cellules HK2 
et MCF7. Les concentrations en toxines et en antioxydant étaient de 10 µM. 
 
1.3.1 Effet sur les cellules rénales ( HK2) 
1.3.1.1 Effet GSH/ SE/levures GSH/Levure séléniée sur la génotoxicité de l’OTA 
 
Après 7h d’exposition, l’OTA forme principalement les deux adduits (Q1, Q2) provenant de 
l’OTHQ (ochratoxine quinone).  
Le GSH pur  tout comme la levure GSH inhibent la formation des adduits Q1 & Q2 (figure 135).  
Par contre ni la sélénométhionine et  ni la levure séléniée n’empêche la formation des deux adduits liés 
à la forme quinone (Q1 ; Q2) mais elles favorisent la formation de l’adduit C-C8dG OTA. 
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Figure 135 : Profils d’adduits à l’ADN des cellules rénales humaines HK2 exposées à l’OTA (10µM) en 
présence GSH (10µM) /SE (10µM)/Levures GSH (10µM) /levures séléniée (10µM)  
 
 
1.3.1.2 Effet GSH/ SE/levures GSH/Levure séléniée sur la génotoxicité de la ZEA 
 
La ZEA après 7h d’exposition conduit à la formation de deux adduits (Z1, Z2) (figure 136).  
Le glutathion seul inhibe la formation d’un seul des adduits engendré par la ZEA, alors que la levure 
enrichie en GSH inhibe la formation des deux adduits. 
La sélénométhionine pur non seulement ne diminue pas la génotoxicité de la ZEA mais l’amplifie 
(apparition de nouveaux adduits). Par contre, la levure séléniée diminue considérablement la 
génotoxicité de la ZEA bien que l’adduit Z2 persiste mais à un taux considérablement moindre. 
 
Figure 136 : Profils d’adduits à l’ADN des cellules rénales humaines HK2 exposées à la ZEA (10µM) en 
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1.3.1.3 Effet GSH/ SE/levures GSH/Levure séléniée sur la génotoxicité combinée de la ZEA et de 
l’OTA  
 
L’exposition  des cellules rénales simultanément à la ZEA + l’OTA conduit à la formation de 
l’adduit C-C8dG OTA (figure 137). 
Le glutathion et la sélénométhionine diminue la génotoxicité, bien que l’adduit C-C8dG OTA persiste. 
L’inhibition de la génotoxicité est totale avec la levure GSH, par contre avec la levure séléniée les 
deux adduits de la ZEA sont formés. L’adduit C-C8dG OTA persiste bien qu’à un moindre degré.  
 
Figure 137 : Profils d’adduits à l’ADN des cellules rénales humaines HK2 exposées ZEA (10µM) + OTA(10µM) 
en présence GSH(10µM)/SE(10µM)/Levures GSH(10µM)/levures séléniée(10µM) 
 
1.3.2 Sur les cellules MCF7 
1.3.2.1 Effet GSH/ SE/levures GSH/Levure séléniée sur la génotoxicité de l’OTA 
Dans les cellules humaines de glandes mammaires, l’OTA induit la formation principalement 
d’un adduit correspondant à Q1 (figure 138). Le GSH pur diminue la formation de  l’adduit Q1 mais 
stimule la formation de l’adduit C-C8dG OTA.  
La sélénométhionine tout comme la levure séléniée et la levure GSH éliminent totalement les adduits 
de l’OTA. 
 
Figure 138 : Profils d’adduits à l’ADN des cellules mammaires humaines (MCF7) exposées à l’OTA (10µM) en 
présence GSH (10µM)/SE (10µM)/Levures GSH (10µM)/levures séléniée (10µM). 
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1.3.2.2 Effet GSH/ SE/levures GSH/Levure séléniée sur la génotoxicité de la ZEA 
La ZEA 10µM induit à la formation de 3 adduits (Z1, Z2, Z3) sur les cellules (MCF7) (figure 139). Le 
GSH et la sélénométhionine inhibe la génotoxicité de la ZEA.  
La levure GSH amplifie l’adduit Z3 alors qu’elle inhibe la formation des deux autres. La levure 
séléniée inhibe totalement l’adduit Z3 et diminue les deux autres. 
 
Figure 139 : Profils d’adduits à l’ADN des cellules mammaires humaines (MCF7) exposées à la ZEA) en 
présence GSH (10µM)/SE (10µM)/Levures GSH (10µM)/levures séléniée (10µM). 
 
1.3.2.3 Effet GSH/ SE/levures GSH/Levure séléniée sur la génotoxicité combinée de la ZEA et de 
l’OTA 
 
L’exposition des cellules MCF7 au mélange ZEA (10µM) +OTA (10µM) conduit à la 
formation de 4 adduits, dont deux dérivent de l’OTA (Q1 & C8) et deux dérivent de la ZEA (Z1, Z2) 
(figure 140). Avec le glutathion seul ou la levure enrichie en glutathion, les adduits initiaux 
disparaissent, l’adduit Z3 apparaît. Avec la sélénométhionine et la levure séléniée, les deux  adduits de 
la ZEA (Z1, Z2) persistent alors que les adduits de l’OTA diminue (Q1) ou disparaissent (C8).  
 
Figure 140 : Profils d’adduits à l’ADN des cellules humaines des glandes mammaires (MCF7) exposées à la 
ZEA+OTA en présence GSH (10µM) /SE(10µM) /Levures GSH(10µM)/levures séléniée(10µM). 
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1.3.3 Conclusion sur la génotoxicité 
Comme précédemment lors de l’analyse de la viabilité cellulaire on constate que la réponse 
varie en fonction du type cellulaire, de la mycotoxine et de l’agent antioxydant. 
Il est intéressant de noter que les deux types cellulaires sont sensibles aux deux mycotoxines indiquant 
que les mécanismes mis en jeu dans la survie cellulaire et dans la génotoxicité sont différents. 
Le GSH protège de la génotoxicité de l’OTA dans les cellules HK2 mais pas dans les cellules MCF7, 
alors qu’on note l’inverse pour la ZEA. 
La sélénométhionine protège de la génotoxicité de l’OTA et de la ZEA uniquement dans les cellules 
MCF7, alors que qu’il y a amplification aussi bien de la génotoxicité de l’OTA que de la ZEA dans les 
cellules HK2. 
La levure glutathion protège aussi bien de la génotoxicité de l’OTA que de la ZEA et ce dans les deux 
types cellulaires. 
La levure séléniée a un effet négatif vis-à-vis de la génotoxicité de l’OTA dans les cellules rénales, 
alors que ces mêmes levures protègent de la génotoxicité de l’OTA dans les MCF7 et de la ZEA dans 
les deux types de cellules. 
En plus de l’inhibition de la génotoxicité, on observe notamment lors de la co-exposition (OTA/ZEA) 
à une modification du profil des adduits. Par exemple la levure séléniée dans les cellules rénales 
conduit à une atténuation nette de la formation de l’adduit C-C8dG dérivant de l’OTA et qui est seul à 
être formé quand il ya exposition OTA/ZEA, mais favorise la formation de deux adduits de la ZEA. 
 La modification des profils d’adduits est la conséquence d’une modification de la biotransformation 
des mycotoxines. C’est pourquoi nous avons analysés les métabolites formés dans les cellules. 
 
1.4 Analyse des métabolites d’OTA formés dans les cellules rénales (HK2) et de glandes 
mammaires (MCF7) traitées avec GSH/SE/Levures GSH /levures séléniées   
 
Comme nous avons observé des différences entre les profils d’adduits sur les deux types 
cellulaires en fonction de la toxine testée, nous avons recherché les profils métaboliques.  
 
1.4.1 Au niveau des cellules rénales humaines HK2 
1.4.1.1 Exposition à l’OTA 
Nous avons comparé le profil des métabolites dans les cellules HK2 exposées 7h à l’OTA en 
présence ou non de glutathion pur ou de levure enrichie en glutathion, ou de sélénométhionine pur ou 
de levure séléniée. 
Après 7h d’exposition nous observons la formation de 6 métabolites d’OTA en quantité 
importante ; l’OTHQ-GSH (dérivé de l’ochratoxine quinone conjugué au glutathion) ; l’OTHQ-NAC 
(dérivé de l’ochratoxine quinone conjugué à la N-acétylcystéine) ; le DC-OTHQ (ochratoxine quinone 
décarboxylée) ; OTHQ1 & 2 (ochratoxine quinone existant sous forme de deux isomères) ; le 
métabolite X de structure inconnue. 
Nous constatons (figure 141 et 142) que les produits testées influencent différemment la 
métabolisation de l’OTA.  
Lorsque les cellules sont traitées par le glutathion ou la levure GSH (figure 141), on constate 
une augmentation significative de la formation de DC-OTHQ et d’OTB alors que la quantité d’OTHQ-
NAC diminue. Les profils métaboliques obtenus lors du traitement au GSH ou à la levure GSH sont 
similaires. Dans les deux cas on note l’apparition de 4 OH- OTA et 4 métabolites inconnus F ; I ; H ; 
Y. Le métabolite X quant à lui diminue. 
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Figure 141 : Comparaison des métabolites formés dans les cellules HK2 exposées à l’OTA ; OTA + GSH ; OTA 
+ levure GSH. L’intensité est exprimée en unité arbitraire de fluorescence. Les métabolites sont élués par un 
gradient pendant 85min. 
 
 
Après traitement des cellules par la sélénométhionine ou la levure séléniée (figure 142), on 
observe l’effet inverse avec augmentation de l’OTHQ-NAC, OTHQ1 ; apparition des métabolites I ; 
M ; G associée à une diminution de la formation de DC-OTHQ, d’OTHQ2 et OTHQ-GSH.  
 
Figure 142 : Comparaison des métabolites formés dans les cellules HK2 exposées à l’OTA ; OTA + SE ; OTA + 
levure SE. L’intensité est exprimée en unité arbitraire de fluorescence. Les métabolites sont élués spar un 
gradient pendant 85min. 
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1.4.1.2 Exposition à la ZEA 
Les cellules HK2 métabolisent peu la zéaralénone en comparaison à la métabolisation de 
l’OTA. On observe 5 métabolites : α-zol et les métabolites 1, 3, 7, 9 qui sont de nature inconnue. 
L’exposition au GSH ou à la levure GSH réduisent la métabolisation de la ZEA. Certains métabolites 
(1, 7, 9) disparaissent totalement. Les métabolites 3 et α-zol sont considérablement diminués. Avec la 




Figure 143 : Comparaison des métabolites formés dans les cellules HK2 exposées à la ZEA ; ZEA + GSH ; ZEA 
+ levure GSH. L’intensité est exprimée en unité arbitraire de fluorescence. Les métabolites sont élué par un 
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Lorsque les cellules sont exposées à la sélénométhionine (figure 144), un grand nombre de 
métabolites de ZEA sont formés (13). Deux sont identifiés et correspondent au β-zol et α-zol. Par 
contre, le profil obtenu lors de l’exposition à la levure séléniée est similaire à celui obtenu à 
l’exposition des cellules à la ZEA seul. Il semblerait que dans ce cas de figure la présence de 
sélénométhionine sur la levure ne modifie pas le métabolisme de la ZEA. 
 
 
Figure 144 : Comparaison des métabolites formés dans les cellules HK2 exposées à la ZEA ; ZEA + SE ; ZEA + 
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1.4.1.3 Exposition simultanée à l’OTA+ZEA 
Les métabolites obtenus lors de l’exposition des cellules rénales humaines à l’OTA+ZEA en 
présence ou non de glutathion pur ; de sélénométhionine pur, ou des levures GSH ou séléniées sont 
représentés dans les figures 145 et 146. 
La présence simultanée des deux toxines modifie la métabolisation de l’une par l’autre. La 
formation d’OTHQ-NAC ainsi que du métabolite X est amplifiée par la ZEA, alors que l’OTHQ1 ; 
l’OTHQ 2 et le DC-OTHQ ne sont plus formés. En parallèle on observe la formation du 4 [S] et 4 [R] 
OH-OTA, du métabolite I et Y.  
Le profil métabolique de la ZEA est aussi modifié. La formation de l’α-zol  est favorisée. Il y a 
apparition des métabolites 5 & 10. Une grande quantité du métabolite 8 est formé. 
Lorsque les cellules sont traitées avec le GSH ou la levure GSH (figure 145), on observe une 
diminution des métabolites 5 et du 4 [R] OH-OTA ; une disparation du 4 [S] OH-OTA ; métabolite Y. 
On note une augmentation de l’α-zol ; de l’OTHQ-GSH ; et du métabolite X. Trois métabolites 
apparaissent : le DC-OTHQ ; et l’OTHQ2. 
Les différences entre exposition au GSH pur et à la levure GSH se situe au niveau de l’OTHQ-NAC 
dont la formation diminue avec le GSH pur ; mais augmente avec la levure. Avec la levure il y a aussi 
disparition du métabolite 10 et moins de métabolite 8. 
 
 
Figure 145 : Comparaison des métabolites formés dans les cellules HK2 exposées à la ZEA+ OTA ; ZEA 
+OTA+ GSH ; ZEA +OTA+ levure GSH L’intensité est exprimée en unité arbitraire de fluorescence. Les 
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L’exposition des cellules à la sélénométhionine ou aux levures séléniées simultanément aux 
toxines ne modifie pas le profil métabolique observé lorsque les cellules ne sont exposées qu’aux deux 




Figure 146 : Comparaison des métabolites formés dans les cellules HK2 exposées à la ZEA+ OTA ; ZEA 
+OTA+ SE ; ZEA +OTA+ levure SE. L’intensité est exprimée en unité arbitraire de fluorescence. Les 
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1.4.2 Au niveau des cellules  de glandes mammaires humaines (MCF7) 
1.4.2.1 Exposition à l’OTA 
Les cellules mammaires humaines métabolisent beaucoup moins l’OTA que les  cellules 
rénales. Trois métabolites sont formés en quantité importante : l’OTHQ-GSH ; OTHQ-NAC et DC-
OTHQ. L’OTHQ1, le 4 [R] OH-OTA et les métabolites X ; H ; Y sont formés en petites quantités.  
L’exposition au GSH et à la levure GSH (figure 147), diminue la formation des métabolites, à 
l’exception du métabolite Y qui est amplifié par les levures GSH. La formation de ce métabolite est 
aussi stimulée par les levures séléniées. Il est donc probable que l’effet stimulateur soit du à un 
constituant de la levure et non pas au GSH ou à la sélénométhionine. 
 
 
Figure 147 : Comparaison des métabolites formés dans les cellules MCF7 exposées à l’OTA ; OTA + GSH ; 
OTA + levure GSH. L’intensité est exprimée en unité arbitraire de fluorescence. Les métabolites sont élué par 
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La sélénométhionine et la levure séléniées diminuent la formation de tous les métabolites à l’exception 
du métabolite X qui est amplifié (figure 148). 
 
 
Figure 148 : Comparaison des métabolites formés dans les cellules HK2 exposées à l’OTA ; OTA + SE ; OTA + 
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1.4.2.2 Exposition à la ZEA 
La ZEA est essentiellement métabolisée par les MCF7 en 2 métabolites l’ α-zéaralénone (α-
Zol) et β-zearélénone (β-Zol). 
Ni le GSH, ni la sélénométhionine ne modifie le métabolisme de la ZEA (figure 149 et 150). 
Les levures n’ont pas d’effet non plus. 
 
Figure 149 : Comparaison des métabolites formés par les cellules MCF7 exposées à la ZEA ; ZEA + GSH ; ZEA 
+ levure GSH. Les métabolites sont élués par un gradient pendant 85min.  
 
Figure 150 : Comparaison des métabolites formés par les cellules MCF7 exposées à la; ZEA ; ZEA + SE ; ZEA 
+ levure SE (bas). L’intensité est exprimée en unité arbitraire de fluorescence. Les métabolites sont élués par un 
gradient pendant 85min. 
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1.4.2.3 Exposition  à l’OTA+ZEA. 
L’exposition des cellules MCF7 au mélange OTA+ ZEA conduit essentiellement à la 
formation des métabolites de l’OTA : l’OTHQ-GSH ; l’OTHQ-NAC ; le DC-OTHQ : l’OTHQ1 ; le 4 
[R] OH-OTA et les métabolites X & Y. Le seul métabolite lié à la ZEA est le métabolite 12.  
L’exposition au GSH et à la levure GSH diminue significativement la formation OTHQ-NAC. Par 
contre le taux de DC-OTHQ augmente considérablement (figure 151). 
 
Figure 151 : Comparaison des métabolites formés dans les cellules MCF7 exposées à l’OTA+ ZEA ; OTA +ZEA 
+ GSH ; OTA + ZEA + levure GSH. L’intensité est exprimée en unité arbitraire de fluorescence. Les métabolites 
sont élué par un gradient pendant 85min 
 
L’exposition à la sélénométhionine ou aux levures séléniées réduisent la formation de tous les 
métabolites, sauf le métabolite Y qui avec les levures séléniées augmente (figure 152). 
 
Figure 152 : Comparaison des métabolites formés dans les cellules MCF7 exposées à l’OTA+ ZEA ; OTA +ZEA 
+ SE ; OTA + ZEA + levure SE. L’intensité est exprimée en unité arbitraire de fluorescence.  
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1.5 Corrélation entre métabolisation et génotoxicité 
D’une manière générale, au niveau des cellules rénales, le GSH seul et la levure 
correspondante ont un effet bénéfique vis-à-vis de la génotoxicité de l’OTA ; par contre la 
sélénométhionine et la levure séléniée augmentent la génotoxicité de l’OTA et de la ZEA dans ces 
cellules. Dans les cellules des glandes mammaires, il y a suppression ou tout au moins une nette 
amélioration vis-à-vis de la génotoxicité des deux mycotoxines lorsque les cellules sont exposées à 
une seule mycotoxine simultanément au GSH, à la sélénométhionine et aux levures enrichies. Lorsque 
les cellules MCF7 sont exposées à la ZEA et à l’OTA, la sélénométhionine et les levures séléniées 
augmentent la génotoxicité. 
 
L’ensemble de nos résultats confirment que le glutathion au niveau des cellules rénales 
interfère avec la génotoxicité de l’OTA et sa métabolisation. Un parallèle entre cette étude et l’étude 
réalisée dans notre laboratoire (Faucet-Marquis et al., 2006) peut être faite. Ainsi  le prétraitement de 
cellules rénales d’opossum (OK) par des modulateurs de la voie du glutathion montrait un lien entre 
l’augmentation de la métabolisation de l’OTA en OTB (forme déchlorée de l’OTA) ; en DC-OTHQ 
(forme quinone décarboxylée) ; en  4-OH-OTA au dépend de l’OTHQ, et la disparition des adduits 
dans ces cellules. Dans cette étude, l’exposition simultanée des cellules HK2 (cellules rénales 
humaines) à l’OTA et au GSH ou à la levure GSH conduit à augmenter la formation d’OTB, de 4-OH-
OTA, de DC-OTHQ et à une réduction de la formation d’OTHQ simultanément à la disparition des 
adduits. A l’inverse le prétraitement des cellules OK par le MESNA stimulait la formation d’OTHQ, 
de l’OTHQ-NAC, du métabolite 16 (correspondant au métabolite M dans notre étude) et du métabolite 
19 (correspondant au métabolite X dans notre étude) ainsi que la formation de plusieurs adduits à 
l’ADN dont le C-C8dG OTA.  
Avec la sélénométhionine (pure ou sous forme de levures séléniées), le taux d’OTHQ ne 
diminue pas, par contre il y a augmentation de la formation d’OTHQ-NAC ainsi qu’apparition des 
métabolites M & X. Non seulement la génotoxicité n’est pas diminuée mais ce traitement stimule la 
formation du C-C8dG OTA. L’Acivicine qui inhibe la γGT, enzyme nécessaire à la dégradation des 
dérivés GSH au niveau rénal, empêche la formation d’OTHQ-NAC et inhibe totalement la formation 
d’adduit dans les cellules OK. Ceci permet d’affirmer que la voie de métabolisation impliquée dans la 
formation de l’OTHQ-NAC est impliquée dans la génotoxicité de l’OTA. Ceci est en accord avec 
l’étude montrant que chez E.coli la cytotoxicité était corrélée à la formation d’un dérivé conjugué 
OTA- cystéine (Malaveille et al., 1994).  La métabolisation de l’OTA en OTHQ a clairement été mis 
en parallèle avec la génotoxicité (Tozlovanu et al., 2006 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2007, 2012). 
La différence entre les cellules OK et les cellules HK2 réside dans l’absence de sulfoconjugaison dans 
les premières. Dans l’organisme le sélénium est substitué au soufre des acides aminés. Lequel soufre 
sert à la réaction de sulfoconjugaison. Le rôle de la sulfoconjugaison de l’OTA n’a pas été étudié bien 
qu’il semble évident que cette voie ait un rôle à jouer, puisque nous avons vu dans le chapitre 
précédent que l’OTA est beaucoup plus toxique pour les cellules OK (dépourvues de 
sulfoconjugaison) que pour les cellules rénales humaines. D’autre part, l’administration d’acivicine à 
des rats exposés à l’OTA élimine tous les adduits sauf  l’adduit C-C8dG, qui n’était pas formé dans les 
mêmes conditions dans les cellules OK.  La sélénométhionine est donc impliquée dans deux types de 
réaction de conjugaison/détoxification : d’une part via la glutathion peroxydase au niveau duquel le 
sélénium s’insère sous forme de sélénométhionine ou sélénocystéine (Combs & Gray 1998 ; Spallholz, 
1994) et d’autre part dans les réactions de sulfoconjugaison, puisque la substitution du soufre par le 
sélénium favorise la synthèse du substrat sulfate.  
La sulfo-conjugaison chez les mammifères est connue pour être une voie classique de détoxication et 
d’excrétion des xénobiotiques plus particulièrement des stéroïdes (Luu-The et al., 1996). La ZEA est 
connue pour se fixer sur les récepteurs œstrogéniques grâce à sa conformation très proche de la 17 β-
estradiol (Gaumy et al., 2001). L’œstradiol sulfotransférase catalyse spécifiquement la sulfo-
conjugaison de la 17-β- œstradiol en position 3’-OH (Falany et al., 1997) alors qu’elle catalyse la 
sulfoconjugaison de la ZEA  en position 4-OH du cycle phénol.  La sélénométhionine pure a stimulé  
la métabolisation de la ZEA dans les cellules HK2, notamment de l’α-ZOL, des métabolites 5 & 8, ce 
qui s’est accompagné d’une augmentation de la génotoxicité de la ZEA. Ceci corrobore l’étude faite 
par Ayed et al. (2011) montrant que l’α-ZOL augmente le pourcentage des aberrations 
chromosomiques dans les cellules de moelle osseuse de souris et dans les cellules HeLa (dérivées de 
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carcinome du col utérin humain).  Ce métabolite a aussi une activité œstrogénique supérieure à celle 
de la ZEA (Minervini et al., 2005, Fitzpatrick et al., 1989). Il est probable que certains des métabolites 
observés soient des dérivés sulfoconjugués. 
L’exposition simultanée des cellules HK2 aux deux mycotoxines modifient clairement la génotoxicité 
de l’une par rapport à l’autre. Il est intéressant de noter que l’effet génotoxique de l’OTA prime sur 
celui de la ZEA et se résume à la formation uniquement du C-C8dG OTA. La formation de cet adduit 
est corrélé à l’expression de la COX2 et de la lipox (Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 2005 ; 
Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2008). La régulation de ces enzymes est liée au récepteur AhR. La 
ZEA par sa propriété œstrogénique stimule le récepteur Ah ; et donc induit ces enzymes. Ces enzymes 
favorisent de ce fait la biotransformation de l’OTA en dérivé génotoxique. 
 Le DC-OTHQ n’est plus formé, par contre le métabolite 5 correspondant à la ZEA apparaît. Il est 
intéressant de noter que lorsque ce métabolite 5 apparait, le DC-OTHQ n’est plus formé. Il est donc 
vraisemblable que ce métabolite 5 corresponde à la forme décarboxylée de la ZEA. Ces deux 
métabolites sont sans doute substrat de la même enzyme (décarboxylase) ; mais la ZEA aurait plus 
d’affinité. La disparition de ce métabolite 5 lors de la présence de GSH indique que la ZEA est 
conjuguée au GSH et ne peut plus être substrat de la décarboxylase. Ce métabolite ne disparait pas en 
présence de sélénométhionine. 
Le patrimoine génétique des cellules mammaires (MFC7) étant différent de celui des cellules rénales 
(HK2), la réponse est différente. L’exposition de ces cellules aux deux toxines conduit à un effet 
génotoxique. Cependant au niveau des MCF7, l’OTA conduit à la formation d’un seul adduit lié à la 
forme quinone. Les métabolites formés le sont en moins grande quantité que dans les cellules rénales 
et ne sont pas totalement identiques. Dans les MCF7, seule la forme OTHQ1 est formée, alors que les 
deux formes étaient formées dans les HK2. D’autre part, il y a formation de 4 [OH] OTA dans les 
MCF7 qui n’était formé dans les HK2 qu’après adjonction de GSH. Il est en fait formé lors de la 
réaction de déhalogénation oxydative sous l’effet de la glutathion peroxydase. Dans ces cellules ni le 
GSH, ni la sélénométhionine ne modifie le profil métabolique, mais limite leur formation. Ceci se 
solde par une disparition des adduits. La ZEA est plus métabolisée dans les cellules MCF7 que dans 
les HK2, notamment avec la formation d’une grande quantité de β− Zol et d’α-Zol ; mais elle est 
moins génotoxique dans ces cellules. Le GSH et la sélénométhionine éliminent totalement les adduits 
de la ZEA bien qu’il n’y ait que peu de changement dans le profil métabolique, si ce n’est la 
disparition des métabolites 3, 8 & 9. 
Le profil métabolique observé lorsque les cellules MCF7 sont exposées aux deux mycotoxines 
simultanément est identique à celui observé lorsque les cellules ne sont exposées qu’à l’OTA. Il n’y a 
plus de formation des métabolites de la ZEA à l’exception du métabolite 12. Le profil d’adduits est 
similaire à celui observé lorsque les cellules sont exposées à l’OTA seule. L’adjonction de GSH et de 
sélénométhionine élimine les adduits d’OTA et permettent la formation d’adduits spécifique de la 
ZEA. La disparition des adduits d’OTA peut s’expliquer par la diminution de la métabolisation de 
l’OTA. 
 
2. Désactivation de l’OTA par les parois de levures et les levures enrichies 
en antioxydant 
 
La plupart des études réalisées sur la désactivation des mycotoxines se basent uniquement sur 
des tests in vitro et notamment sur la capacité des produits à adsorber les mycotoxines et en faciliter 
leur élimination par les fèces. Les tests in vitro évalue la ‘disparition’ de la mycotoxine du milieu 
partant du postulat qu’une fois adsorbée, elle ne pourra pas être remobilisée ; et qu’il n’y a pas eu 
biotransformation en un métabolite. Ces résultats obtenus in vitro ne sont pas forcément transposables 
à l’échelle du vivant. 
La meilleure manière permettant de valider l’efficacité d’un adsorbant est de réaliser une étude 
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2.1 Etude de détoxification de l’OTA chez le poulet de chair par les parois de levures et 
les levures enrichies en antioxydant (glutathion et sélénométhionine). 
 
Le but de cette étude était d’analyser l’effet in vivo de divers dérivés de levures ajoutés à 
l’aliment des poulets sur la génotoxicité de l’OTA au niveau rénal et hépatique. Cette étude est 
réalisée en étroite collaboration avec le laboratoire du Pr Johanna Fink-Gremmels, Université 
d’Utrecht, Faculté de Médecine Vétérinaire, labo de pharmacotoxicologie, Hollande.  
Au cours de cette étude, l’OTA a été analysée dans le sang, la bile et dans les tissus (foie et 
rein). Les métabolites ont été recherchés aussi au niveau rénal et hépatique. 
En parallèle, nous avons analysé les adduits à l'ADN des reins et des foies de poulet nourris avec des 
aliments contenant de l’OTA seule ou en présence des levures. Nos résultats ont été comparés à la 
substance adsorbante de référence, le charbon actif. 
Le protocole est schématisé dans la figure 153. 80 poulets males (souche Ross308) ont été répartis 
aléatoirement en 8 groupes expérimentaux soit 10 poulets par groupe. Après une période d’adaptation 
de 11 j, les huit groupes ont ingéré pendant trois jours l’aliment supplémenté ou non avec les parois de 
levures/ou les levures enrichies en antioxydant à un taux d’incorporation de 500g/kg d’aliment. 
Ensuite ces mêmes animaux ont reçu pendant sept jours le même aliment mais contaminé en OTA (2,5 
mg/kg d’aliment, ce qui équivaut à une exposition de 8µg/kg pc) et supplémenté ou non en parois de 
levures ou levures enrichies en antioxydant (500g/kg d’aliment) (voir tableau 62).  
 
Figure 153 : Traitement des animaux 
 
Les concentrations d’OTA dans le sang et la bile ont été mesurées par l’équipe hollandaise. 
Pour l’analyse des organes (foie et rein) à partir de chaque groupe nous avons constitué trois sous-
groupes (lot A, B, C) (= pool de trois échantillons de chaque sous-groupe sur lequel nous avons réalisé 
l’extraction).  
 
Tableau 62 : Groupe d’animaux testés 
Groupe  Type de levure testée Suppléments ajoutés à la nourriture 
1   Témoin – Aucun supplément 
2   OTA 
3 Levure morte (levure enrichie GSH) + OTA 
6 Levure morte (levure enrichie SeMet) + OTA 
10 Paroi de levure boulangère YCW-PCS  + OTA 
11 Paroi de levure brassicole YCW-PRO2 + OTA 
12 Levure vivante (levure vivante) + OTA 
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2.2  Concentration d’OTA dans le sang, bile et tissus des poulets 
2.2.1 Concentration d’OTA dans le sang et la bile des poulets (analyses faites par J Fink-
Gremmels) 
 
Il a été constaté que dans le groupe des animaux ‘témoin’ c'est-à-dire ceux ne recevant pas 
d’OTA surajouté dans l’aliment, on retrouve une petite quantité d’OTA dans le plasma, la bile et les 
tissus. Ceci provient du fait qu’il est très difficile de trouver une alimentation animale complètement 
exempte de mycotoxines. Les concentrations en OTA dans le sang et la bile sont répertoriées dans la 
figure 154. 
 
Figure 154 : Concentration d’OTA plasmatique (à gauche) ;  concentration d’OTA dans la bile (à droite). 
 
Une diminution significative du taux d’OTA dans le plasma, la bile des animaux des groupes 6 
(levure séléniée), 10 (parois de levure boulangère), 11 (parois de levure brassicole), 12 (levure 
vivante) et 13 (charbon) par rapport au groupe 2 (OTA seule) est observée. Le taux plasmatique 
d’OTA chez les animaux des groupes 6 ; 10 ; 11 et 13 est identique entre chaque groupe. Pour les 
animaux du groupe 12 ayant reçu la levure vivante, bien que le taux plasmatique soit significativement 
plus faible que pour les animaux du groupe 2, ce taux est plus élevé que pour les autres groupes. Les 
concentrations au niveau biliaire sont similaires entre les groupes 10 ; 11 ; 12 ; 13. C’est pour le 
groupe six (levure SeMet) que le taux biliaire est le plus faible. 
Par contre, dans le groupe trois (levure GSH) il y a plus d’OTA dans le plasma que pour le 
groupe deux bien que l’élimination biliaire soit quasiment équivalente à celle du groupe deux.  
Le fait qu’il n’y ait pas une corrélation entre les concentrations plasmatiques et biliaires peut 
s’expliquer partiellement par le fait que l’OTA a été analysée dans les deux fluides avec des 
techniques différentes. Le dosage de l’OTA plasmatique a été réalisé directement à l’aide de kits 
ELISA, ceci permet de doser seulement l’OTA libre. L’OTA dans la bile a été mesurée par HPLC 
après extraction et traitement à la glucuronidase, permettant de doser l’OTA libre ainsi que l’OTA qui 
était fixée à l’acide glucuronique. Par ces deux techniques, il risque malgré tout d’avoir une sous 
estimation du taux réel d’OTA puisque 90% de l’OTA se fixe aux protéines plasmatiques (Hagelberg 
et al., 1989) et une partie de l’OTA est éliminée sous forme de dérivés GSH. 
 
2.2.2 Concentration d’OTA dans les tissus des poulets 
 
L’analyse de l’OTA dans les tissus a été réalisée suite à une extraction en milieu acide, qui 
permet non seulement de défixer l’OTA liée aux protéines mais permet aussi l’extraction des 
métabolites d’OTA.  
Le taux d’OTA dans le foie diminue significativement pour les groupes 6 (levure séléniée), 10 (parois 
de levure boulangère), 11 (parois de levure brassicole), 12 (levure vivante) et 13 (charbon) (figure 155 
et tableau 63) 
Dans les reins des animaux ayant reçu un aliment contaminé en OTA et divers produits à base de 
levures une baisse significative du taux d’OTA est observée dans les groupes 6 (Levure séléniée), 11 
(parois de levure brassicole), 12 (levure vivante) et 13 (charbon activé). 
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Le taux d’OTA dans les reins des animaux appartenant au groupe trois (levure GSH) est légèrement 
plus élevé que dans le groupe deux (OTA seule). La différence n’est pas significative à cause de la 
grande variabilité notée dans le groupe deux (OTA seule). Néanmoins lorsqu’on compare la différence 
entre le groupe 10 (parois de levure boulangère) pour lequel la quantité d’OTA est similaire à celle 
observée dans le groupe 2 ;  et le groupe 3 (GSH) on constate que l’augmentation dans le cas du 
groupe 3 est significative. 
 
Tableau 63 : Concentration d'OTA dans les foies et les reins des poulets 
Groupes/concentration d’OTA moyenne [OTA] 
en µg /kg foie 
Moyenne [OTA] 
en µg/kg rein 
groupe 1 -Control 5,7 ± 4,5 4,4 ± 2,7 
groupe 2 -OTA 35,1 ± 8,3 22,2 ± 5,8 
groupe 3- levure GSH 30,4 ± 9,8 24,2 ± 1,2 
groupe 6- levure LS 17,5 ± 1,4 17 ± 1,5 
Groupe 10-levure boulangère PCS 15,4  ± 4,5 19,6  ± 2,7 
Groupe 11- levure de bière PRO2 13,72± 2,4 16,7± 1,2 
groupe 12 -levure vivante 20,9± 4,3 17,7 ± 3,9 




Figure 155 : Concentration d’OTA dans le foie (à gauche) ;  concentration d’OTA dans le rein (à droite). 
 
Les concentrations d’OTA sont équivalentes dans le foie et dans le rein des groupes 6 (Levure 
séléniée) et  13 (charbon actif), alors que dans le groupe 2 (OTA seul) ; le groupe 3 (levure GSH) et le 
groupe12 (levure vivante), la concentration en OTA dans le foie est plus importante que dans le rein 
(figure 156). Ceci peut s’expliquer par une réabsorption et recirculation des dérivés conjugués au 
glutathion du rein vers le foie. D’autre part les dérivés glutathion peuvent être éliminés par la bile puis 
à partir de l’intestin qu’il y ait action ou non de la microflore de l’intestin, les dérivés d’OTA peuvent 
être réabsorbés (Inoue et al., 1982 ; 1984). 
A l’inverse dans les groupes 10 (parois de levure boulangère) et 11 (parois de levure 
Brassicole), le taux d’OTA est plus élevé dans le rein que dans le foie (figure 156). 
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Figure 156 : Comparaison du taux d’OTA dans le rein et le foie des poulets.* significativement différent du 
groupe 2 (OTA seul). 
 
Les dérivés conjugués au glutathion sont pris en charge par les transporteurs des anions 
organiques (Inoue et al., 1984), inhibé par le probénécide. L’OTA emprunte les mêmes transporteurs, 
il peut donc y avoir une compétition entre les dérivés conjugués au glutathion et l’OTA elle-même. Il a 
été montré qu’une partie de l’OTA qui se retrouve dans la bile peut être réabsorbée au niveau de 
l’intestin et suit le cycle entéro-hépatique (Fuchs et al., 1988) (figure 157). 
 
Figure 157 : Schéma circulation réno-hépatique et entérohépatique des dérives glutathions conjugués 
 
Le charbon actif sensé adsorbé totalement l’OTA n’est finalement pas aussi efficace que 
prévu. D’après l’étude d’adsorption in vitro réalisé dans notre laboratoire (Joannis-Cassan et al., 2011) 
(annexe 4), la levure enrichie en glutathion (groupe 3) présentait la meilleure capacité d’adsorption. 
Dans la figure 158 ci-dessous, nous rappelons les résultats d’adsorption correspondant au ratio utilisé 
dans l'alimentation des poulets. L’adsorption a été mesurée en quantifiant la disparition de l’OTA dans 
le surnageant, impliquant soit sa fixation aux levures, soit à sa métabolisation en utilisant la technique 
de screening mis au point dans notre laboratoire (Faucet-Marquis et al., 2012, soumis).  
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Figure 158 : Le % d’adsorption de l’OTA (par rapport au témoin) par les parois de levures et les levures 
enrichies en antioxydants 
 
La meilleure adsorption est observée avec la levure GSH (environ 60%). La levure séléniée et 
la levure vivante fixent l’OTA de manière équivalente (environ 37%). La paroi de levure boulangère 
est plus efficace pour fixer l’OTA que l’écorce de levure brassicole (figure 158). 
On s’attendait donc à avoir une diminution significative du taux d’OTA aussi bien dans le sang, la bile 
que les organes des groupes trois (L GSH) et 13 (Charbon). En prenant en compte tous les paramètres 
(plasma, bile et les tissus), les concentrations d’OTA les plus faibles ont été observées suite à 
l’ingestion de levure SeMet (groupe 6) et du charbon actif (groupe 13). La concentration la plus élevée 
est observée suite à l’ingestion de levure enrichie en glutathion (groupe 3). Aucune corrélation ne peut 
être établie entre la diminution du taux d’OTA dans le sang, la bile et les organes avec l’adsorption ni 
avec le taux de glucanes et mannanes dont les taux sont indiqués dans le tableau 64.  
 
Tableau 64 : Taux des mannanes et glucanes dans les produits de levures testés 
groupe Type de levure testée Mannanes 
(en g/100g de levure) 
 
Glucanes 
(en g/100g de levure) 
Mannane/Glucane 
 
3 levure enrichie GSH 8,7 13,1 0,89 
6 levure enrichie SeMet 11,6 13,1 0,66 
10 Paroi YCW-PCS (boulangère) 21,3 23,7 0,90 
11 Paroi YCW-PRO2 (de bière) 20 28,8 0,69 
12 levure vivante 11,9 32,5 0,37 
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2.3 Evaluation de la génotoxicité (formation d’adduits à l’ADN) 
 
Nous avons recherché les adduits de l’OTA dans les organes (foies et reins) de poulet traités 
avec l’OTA et/ou les produits à base de levures.  
Nous avons comparé les groupes traités par les produits à base de levures avec le groupe deux ayant 
reçu l’OTA seule. Les profils d’adduits sont schématisés dans les figures ci-dessous.  
 
2.3.1 Comparaison du profil d’adduits rénaux et hépatiques des animaux contrôles et des 
animaux contaminés en OTA seule 
 
Dans le groupe contrôle (sans OTA), aucun adduit n’a été trouvé dans les reins. Dans les foies  
de ce même groupe, deux adduits ont été observé (5; 7) (figure 159). 
Dans le groupe (2) traité avec l’OTA, cinq adduits [1, 5, 7, 6, X] sont détectés au niveau du rein, dont 
les deux adduits (5 et 7) retrouvés précédemment dans le foie du groupe 1.  
Quatre adduits (1, 5, 6, 7) sont  retrouvés simultanément dans le rein et dans le foie alors que quatre 
autres adduits sont spécifiques du rein (2, 3, 4, 8, 9). L’adduit 4 correspond à l’adduit C-C8dG OTA. 
 
 
Figure 159 : Profils d’adduits à l’ADN hépatique et rénal des animaux contrôles (sans OTA) et des animaux du 
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2.3.2 Comparaison du profil d’adduits rénaux et hépatiques des animaux du groupe 12 
(levure vivante) et du groupe 13 (charbon actif) 
 
Dans le groupe 12 (levure vivante) et 13 (charbon actif), aucun adduit n’a été trouvé dans le 
foie des animaux (figure 160).  
Au niveau des reins des animaux du groupe 12 (levure vivante), les adduits 5, 6, 7 et 3 disparaissent, 
les adduits 1 et 2 diminuent significativement, par contre les adduits 4 et 9 sont amplifiés. De 
nouveaux adduits a, b, c et 10 apparaissent. 
Dans les reins du groupe 13 (charbon), il a été noté une diminution de l’adduit 4 et disparition des 
adduits 2, 3, 5, 6, 7, 8 et 9. L’adduit 1 est amplifié et l’adduit X apparaît.  
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2.3.3 Comparaison du profil d’adduits rénaux et hépatiques du groupe 10 (paroi de levure 
boulangère) et 11 (paroi de levure brassicole) 
 
En comparant l’effet des deux parois de levure, nous avons constaté que les parois de levure 
boulangère (gr 10) ont permis la suppression de tous les adduits dans le foie. Dans le foie des animaux 
du groupe 11 (levure brassicole), l’adduit 1 et X persiste (figure 161).  
Au niveau du rein, il y a une nette amélioration avec disparition de presque tous les adduits 
avec les deux types d’écorce de levures à l’exception des adduits 1 & 4 qui persistent et s’amplifient. 
Avec l’écorce de levure boulangère l’adduit 8 également s’amplifie. 
 
Figure 161 : Profils d’adduits à l’ADN hépatique et rénale des animaux exposés à l’OTA en présence de paroi 
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2.3.4 Comparaison du profil d’adduits rénaux et hépatiques des animaux du groupe 3 
(levure glutathion) et du groupe 6 (levure séléniée) 
 
 La levure enrichie en glutathion (gr3) modifie le profil d’adduits à l’OTA dans le foie comme 
dans le rein. On note l’augmentation des adduits 5 & 7,  la diminution des adduits 1 & 6 et l’apparition 
des adduits 2, 8 dans les foies des poulets. Au  niveau rénal, les adduits 2, 3, 5, 6, 7 ont disparus, 
l’intensité de l’adduit 1 a diminué, l’adduit 4 a augmenté et les adduits X, a, b ont apparu (figure 162). 
La levure séléniée (gr 6) a un effet positif sur le foie des poulets dans la mesure où moins 
d’adduits aussi bien quantitativement que qualitativement sont observés. Seuls les adduits 1, 5, 6, 7 
persistent avec une intensité moins importante que dans le groupe OTA seul. Toutefois, cette même 
levure (gr6) modifie le profil au niveau des reins et aggrave la génotoxicité de l’OTA. L’adduit 2 
disparait et l’adduit 3 diminue par contre les adduits 1,4, 5,7 sont amplifiés et de nouveaux adduits X, 
Y, Z apparaissent. 
 
 
Figure 162 : Profils d’adduits à l’ADN hépatique et rénale des animaux exposés à l’OTA en présence de levure 
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2.4 Analyse des métabolites d’OTA formés au niveau du rein et du foie/comparaison aux 
adduits 
 
La différence dans les effets génotoxiques observés (analyse des adduits) nous ont amené à 
comparer les profils métaboliques au niveau du foie et du rein des animaux. 
 
2.4.1 Profil des métabolites  dans  les reins et foies des animaux du groupe 2 (témoin 
positif) 
La figure 163 compare les différents métabolites observés dans le foie et les reins et des animaux 
du groupe 2 traités avec l’OTA seule.  
Plusieurs métabolites connus sont détectés dans le foie notamment : l’OTα et l’OTβ, (formes 
hydrolysées de l’OTA et de l’OTB), l’OTB (OTA déchloré), l’OTHQ (dérivé quinone de l’OTA), 
l’OTHQ-GSH (OTA-quinone conjugué à un glutathion), et le DC-OTHQ (forme décarboxylé), l’OP-
OTA,  (forme ouverte de l’OTA), et l’OTC (forme méthylée). Six métabolites inconnus dénommés A, 
B, D, E, F, G.  
Dans le rein, le profil métabolique est qualitativement différent. La plupart des métabolites communs 
(OTHQ-GSH, OP-OTA, OTC) diminuent quantitativement. Le métabolite D et le DC-OTHQ sont 
plus important dans le rein. Certains métabolites disparaissent : l’Otα ; l’OTHQ ; l’OTB ; les 
métabolites A ; B, E ; F ; G. Par contre deux métabolites ne sont observés que dans le rein : l’OTB-
GSH ; l’OTHQ-NAC.  
En général les métabolites sont formés dans le foie puis sont éliminés soit par la voie biliaire, soit 
acheminés vers le rein en vue de leur élimination rénale. Les métabolites absents du rein sont 
vraisemblablement éliminés par voie biliaire. On peut supposer que les métabolites ne se retrouvant 
qu’au niveau du rein ont été formés au niveau de cet organe, riche en peroxydases. La présence du 
dérivé OTHQ-NAC s’explique par le fait qu’au niveau du rein le dérivé glutathion correspondant 
(OTHQ-GSH) subit une métabolisation supplémentaire faisant intervenir la gamma 
glutamyltranspeptidase conduisant à la formation du dérivé N-acétyl cystéine, qui peut être réabsorbé 
au niveau rénal (Inoue et al., 1984 ; Hinchman & Ballatori, 1984). La formation du dérivé OTB-GSH 
exclusivement au niveau rénal s’explique par le fait que le rein est riche en glutathion peroxydase, 
enzyme connu pour provoquer une déchloration par substitution du chlore par le GSH. Nous avons 
montré que sous l’effet d’une peroxydation il y avait formation d’OTB-GSH. Les mêmes conditions 
conduisent à la formation de C-C8dG OTA (Hadjeba-Medjdoub et al., 2012). Il est intéressant de 
noter qu’en effet le taux de C-C8dG augmente en parallèle à la formation d’OTB-GSH dans le rein. 
 
Figure 163 : Profil métabolique rénale et hépatique du groupe 2 (animaux exposés à l’OTA) 
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2.4.2 Profil des métabolites dans les foies des animaux nourris avec OTA en présence de 
levure vivante (groupe 12) ou de charbon actif (groupe 13) 
 
Nous avons comparé le profil des métabolites au niveau du foie des animaux ayant ingéré de 
l’OTA seul à ceux des animaux ayant eu en plus dans leur ration du charbon actif (gr 13) ou de la 
levure vivante (gr 12) (figure 164). 
Bien que l’adsorption théorique avec le charbon soit équivalente à 100%, nous confirmons que 
tout l’OTA n’a pas été adsorbé puisque nous retrouvons de l’OTA et des métabolites dans le foie. Il y 
a disparition de nombreux métabolites : OTβ; DC-OTHQ ; OTHQ ; et le métabolite G. Par contre le 
métabolite D ;  l’OP-OTB ; OP-OTA sont considérablement amplifiés de même que le 4-R-OH-OTA 
et l’OTα. En ce concerne l’impact de la levure vivante, il est claire que sa présence dans la ration 
modifie la métabolisation de l’OTA. Il y a augmentation de plusieurs métabolites : OP-OTβ; DC-
OTHQ ; OP-OTA ; G. Quatre métabolites apparaissent : OTα ; OTHQ-NAC ; OTB et les métabolites 
E ; K ; I. Cette modification du profil s’explique par la métabolisation de l’OTA par la levure. Cette 
métabolisation peut avoir lieu au niveau du tube digestif. L’absorption des métabolites ne s’effectue 
pas nécessairement de la même manière que celle de l’OTA. 
Certains dérivés connus pour leurs propriétés génotoxiques comme l’OTHQ disparait. Dans les foies 
de ces 2 groupes, aucun adduit n’a été détecté. 
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2.4.3 Profil des métabolites dans les foies des animaux nourris avec OTA en présence de 
parois de levure boulangère (groupe 10) ou de parois de levure brassicole (groupe 11) 
 
Nous constatons que les deux parois de levures n’influent pas de la même manière sur les 
métabolites retrouvés au niveau du foie des animaux (figure 165). D’une manière générale, 
contrairement à ce qu’on aurait pu attendre, on note une amplification de certains métabolites. Ainsi 
avec la paroi de levure boulangère (gr 10) le métabolite D ; l’OP-OTB et l’OP-OTA sont formés en 
plus grande quantité. L’OTHQ-NAC et l’OTα apparaissent. L’OTβ et l’OTHQ disparaissent. L’OTC 
diminue. Cette modification du profil se solde par une disparition totale des adduits à l’ADN. 
Avec les parois de levure brassicole (gr 11), la formation des métabolites C ; D ; OP-OTA, DC-
OTHQ ; OTC augmente considérablement. Les métabolites A ; 4-OH-OTA ; K ; F apparaissent. Il est 
intéressant de noter que parmi deux adduits persistant dans le foie des animaux du gr 11, l’un d’eux 
correspondant à un adduit généré par l’OTHQ. 
 
 








Résultats et discussions. Chapitre III. Désactivation de l’OTA et la ZEA par les parois de levures et les levures 
enrichies en glutathion ou en sélénométhionine 
 277 
2.4.4 Profil des métabolites dans les foies des animaux nourris avec OTA en présence de 
levures enrichies au GSH (groupe 3) ou enrichies en sélénométhionine (groupe 6) 
 
Les métabolites au niveau hépatique est différent aussi entre les deux groupes d’animaux 
ayant reçu dans leur ration des levures enrichies en glutathion (groupe 3) et en sélénométhionine 
(groupe 6) (figure 166). 
Dans les foies des animaux traités avec la levure enrichie en glutathion (gr 3), par rapport au groupe 2 
(OTA seul) on constate l’augmentation des métabolites B ; C ; OTHQ-GSH ; OP-OTB ; OP-OTA ; 
OTHQ. Trois métabolites apparaissent : l’OTHQ-NAC ; le 4[S] OH-OTA et le 4[R] OH-OTA.  
Avec la levure séléniée (groupe 6), nous avons observé l’augmentation des pics de DC-OTHQ, 
OTHQ-GSH; le métabolite D; le métabolite B ; l’OP-OTA. Quatre métabolites apparaissent les 
métabolites A ; l’OTα ; l’OTHQ-NAC et le 4[S] OH-OTA.  
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2.4.5 Profil des métabolites dans les reins des animaux nourris avec OTA en présence de 
levure vivante (groupe 12) ou de charbon actif (groupe 13) 
 
La métabolisation de l’OTA au niveau rénal est différente entre le charbon actif et la levure 
vivante (figure 167). L’adjonction de charbon activé dans la ration alimentaire des poulets (gr 13) se 
solde par une modification du profil des métabolites d’OTA au niveau rénale. Les métabolites OTB-
GSH ; DC-OTHQ et OTC disparaissent. Par contre, la formation des métabolites D et l’OTHQ-GSH 
augmente. On note l’apparition du métabolite C ; de l’OTα  ; l’OP-OTB ; de l’OP-OTA ; le 4[S] OH-
OTA et du métabolite X. Il n’y a que peu de différence entre les métabolites observés dans le rein et 
dans le foie des animaux du groupe 13. Cela laisse à penser que les métabolites ont peut être été formé 
au niveau de l’intestin et qu’ils n’ont pas été adsorbés par le charbon. 
Suite à l’adjonction de levure vivante dans la ration (gr 12) on note une modification du profil 
métabolique de l’OTA. Il y a plus de métabolites que dans les deux autres groupes. Comme pour le 
groupe 13 les métabolites OTB-GSH ; et l’OTC disparaissent alors que les métabolites A; C ; l’OTα ; 
le 4[S] OH-OTA : les métabolites ; X ; H ; Y apparaissent. La formation du métabolite D ;  de 
l’OTHQ-GSH ; du DC-OTHQ ; de l’OP-OTA  augmente significativement. L’OTHQ est formée en 
grande quantité. Il y a qualitativement moins de métabolites dans le rein que dans le foie de ces 
animaux. L’OTHQ-NAC ; les métabolites E ; K ; I ; G disparaissent dans le rein. Alors que dans le 
rein il y a formation d’une grande quantité d’OTHQ, il y formation d’OTB dans le foie. De même dans 
le rein il y a formation de la 4 [S] OH OTA alors que dans le foie il y a formation de 4 [R] OH OTA. 
Ces entités peuvent être formées lors de réaction de déchloration oxydative via le glutathion. Ceci 
pouvant conduire aux quatre métabolites. Les métabolites X, H, Y ne sont formés que dans le rein. 
La modification du profil de métabolites au niveau rénal explique la modification du profil d’adduits 
dans le rein des poulets. Pour les deux groupes 12 & 13, le nombre d’adduits individuels diminuent. 
Certains adduits persistent voire s’amplifie comme l’adduit 4 correspondant au C-C8dG OTA et peut 
être mis en parallèle avec la disparition de l’OTB-GSH et l’augmentation du métabolite D.  
 
 
Figure 167 : Profil métabolique rénale des groupes 13 (charbon actif)  et 12 (levure vivante) 
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2.4.6 Profil des métabolites dans les reins des animaux nourris avec OTA en présence de 
parois de levure boulangère (groupe 10) ou de parois de levure brassicole (groupe 11) 
 
Dans la figure 168, nous avons comparé les métabolites dans les reins des animaux traités avec 
les deux parois de levures (gr 10, paroi de levure boulangère et gr 11, paroi de levure brassicole) à 
ceux des animaux ayant ingéré l’OTA seul (gr 2). 
Les métabolites observés dans les reins des animaux ayant ingérés les rations contenant les 
deux parois de levure (10 et 11) sont identiques. Dans les deux groupes on observe la disparition des 
métabolites suivants : DC-OTHQ ; OTC. Il y a aussi diminution importante de l’OTB-GSH alors 
qu’au contraire  il y a amplification de l’OTHQ-GSH et du métabolite D. L’OTα ; l’OP OTB ; l’OP 
OTA ; la 4-S-OH-OTA et la 4-R-OH-OTA apparaissent.  
Le profil de métabolites au niveau du rein des animaux du gr 10 est très différent du point de 
vue quantitatif de celui du foie des mêmes animaux. On constate une nette augmentation dans les 
reins; de l’OTα ; de l’OP OTB et du métabolite D. L’OTB-GSH ; la 4[S] OH OTA et la 4[R] OH 
OTA apparaissent dans le rein. 
Pour les animaux du gr 11 (paroi de levure de bière), on observe aussi une différence importante entre 
le profil des métabolites rénaux et hépatiques. Dans le rein, on note la disparition des métabolites DC-
OTHQ ; OTB ; OTC et F ; alors qu’apparaissent les métabolites OTB-GSH ; OTα. Le métabolite D 
s’amplifie considérablement. 
Il ya une similitude entre les profils d’adduits au niveau du rein des animaux des deux groupes 10 & 
11) ayant reçu les parois de levure boulangère et brassicoles. On note essentiellement la formation de 
deux adduits correspondant à l’un des adduits OTHQ et l’autre au C-C8 dG OTA. La formation de ce 
dernier adduit est corrélée à la disparition de l’OTB-GSH. Ces deux composés (OTB-GSH & C-C8dG 
OTA) sont formés par le même mécanisme (Hadjeba-Medjdoub et al., 2012). L’entité réactive formée 
à partir de l’OTA réagit soit avec le GSH soit avec l’ADN, notamment au niveau de la guanine. 
 
Figure 168 : Profil des métabolites rénaux d’animaux exposées à l’OTA seul (gr2) ou en présence de paroi de 
levure boulangère (gr10) ou de paroi de  levure brassicole (gr 11) 
 
Résultats et discussions. Chapitre III. Désactivation de l’OTA et la ZEA par les parois de levures et les levures 
enrichies en glutathion ou en sélénométhionine 
 280 
2.4.7 Profil des métabolites dans les reins des animaux nourris avec OTA en présence de 
levures enrichies au GSH (groupe 3) ou enrichies en sélénométhionine (groupe 6 ) 
 
Les métabolites retrouvés dans les reins des animaux ayant eu dans la rations un des deux 
levures enrichies (levure GSH et levure enrichie SeMet) ont été comparés (figure 169). 
Dans le groupe 3 (GSH) par rapport au gr 2 (OTA seul),  on constate la diminution du DC-OTHQ, une 
augmentation des métabolites D ; OTHQ-GSH ; OTC ; OP-OTA et l’apparition des métabolites OTB ; 
4 [S] OH OTA & 4[R] OH OTA. 
Dans le groupe 6 (SE) par rapport au gr 2 (OTA seul), on constate la diminution du métabolite D, 
l’augmentation OTHQ-GSH ; OTB-GSH ; DC-OTHQ ; OP-OTA ; OTC et l’apparition des deux 
formes de l’OTHQ ; du 4S-OH-OTA et du métabolite Y. 
Lorsque l’on compare le profil de métabolites au niveau du rein des animaux ayant ingéré la 
levure GSH et la levure SeMet, on constate qu’avec la levure SeMet, il y a une plus grande quantité de 
DC-OTHQ, la formation des deux formes d’OTHQ et de l’OTHQ-NAC. Par contre l’OTβ et  les 
métabolites C & Y ne sont formés qu’avec la levure SeMet.  Ces différences dans le profil métabolites 
expliquent la différence de génotoxicité. La levure séléniée a favorisé la formation des métabolites 
ayant un pouvoir génotoxique important. 
 
Figure 169 : Profil métabolique rénale des  animaux exposés à l’OTA (gr 2) en présence de levure enrichie 
glutathion (GSH ; gr 3) ou levure séléniée (gr 6) 
 
Le profil métabolique au niveau du rein et du foie des animaux du groupe 3 (levure GSH) est 
assez différent au niveau des métabolites liés au phénomène de glutathion conjugaison. L’OTHQ-
NAC et l’Otα disparaissent. L’OTHQ diminue, par contre il y a formation d’une grande quantité 
d’OTB-GSH, métabolite non observé dans le foie.  
Dans le groupe 6 (levure SeMet), on note de grandes différences entre foie et rein du point de 
vue qualitatif que quantitatif. Au niveau du rein, il y a formation des deux formes d’OTHQ alors 
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qu’aucune n’était formée dans le foie. D’autre part, il y a moins d’OTHQ-GSH formé par contre une 
grande quantité d’OTB-GSH apparaît ; l’OP OTB n’est plus formé dans le rein par contre une plus 
grande quantité de DC OTHQ est formée. Ceci s’explique par le fait que la SeMet comme le GSH 
interviennent dans la métabolisation des dérivés halogénés au niveau rénal. Les dérivés halogénés sont 
déhalogénés lors des réactions de glutathion conjugaison. Ceci conduit à deux produits glutathion 
conjugué : le dérivé conjugué au GSH au niveau de l’halogène (dans notre cas OTB-GSH) et au dérivé 
glutathion conjugué dans lequel l’halogène a été remplacé par un groupement OH (dans notre cas 
OTHQ-GSH). Au niveau du rein, la levure SeMet a engendré la formation de nombreux métabolites 
d’OTA ayant visiblement des propriétés génotoxiques. 
 
2.4.8 Conclusion concernant la métabolisation et la génotoxicité de l’OTA chez les poulets  
nourris avec de l’OTA et des dérivés de levures 
 
 Cette étude in vivo montre clairement que l’adsorption de l’OTA à partir de l’aliment n’est pas 
suffisante pour limiter les effets génotoxiques. Dans le cas du charbon actif, le fait de retrouver de 
l’OTA dans les tissus de l’animal ainsi que des adduits, met en avant le fait que l’adsorption de l’OTA 
sur le charbon n’est pas stable. La seule adsorption n’explique pas non plus les effets observés avec les 
levures ou produits à base de levure. La meilleure adsorption observée avec la levure GSH ne se solde 
pas par une diminution significative d’OTA dans les tissus, ni par une diminution de la génotoxicité 
notamment au niveau du rein. Cette relative forte adsorption est due à la fixation de GSH sur l’OTA 
en présence de levure GSH. Virtuellement l’OTA disparaît car elle n’est plus sous forme libre ; mais 
peut être absorbée par l’organisme sous cette forme (Inoue et al., 1982, 1984).   
Les résultats obtenus avec la levure vivante mais également avec les levures entières inactivées 
indiquent que ces produits peuvent métaboliser directement l’OTA. En effet les levures possèdent des 
enzymes comme des carboxypeptidases (Félix & Labousse-Mercouroff, 1956 ; Félix & Brouillet, 
1966) qui ne sont pas inactivées par le traitement que subissent les levures. Les parois de levure 
contiennent vraisemblablement aussi des enzymes capables de transformer l’OTA en forme ouverte 
(OP-OTA & OP-OTB), métabolites retrouvées en grandes quantités dans le foie et le rein des animaux 
des groupes 10 (parois de levure boulangère) et 11 (parois de levure brassicole). 
D’autre part, au niveau intestinal, l’OTA peut aussi être métabolisée par les enzymes de la 
flore intestinale ainsi qu’au niveau des entérocytes. Ces métabolites n’ont pas la même affinité pour la 
fixation sur le charbon ou les produits à base de levures que l’OTA. Au lieu d’être éliminés dans les 
fèces, ces métabolites seront absorbés au niveau de l’intestin. Une fois absorbés certains de ces 
métabolites peuvent se reconvertir en OTA. Les formes ouvertes par exemple peuvent se former en 
milieu alcalin ou en présence de certaines enzymes. Une fois absorbées par l’organisme, ces formes 
ouvertes vont se reconvertir en OTA. La carboxypeptidase β de la levure de bière appelée également 
carboxypeptidase Y ou « protase » C est une endopeptidase agissant avec une grande spécificité sur 
des dipeptides ou tripeptides contenant de la phénylalanine de la leucine et de la méthionine (Félix & 
Brouillet, 1956). On comprend donc très bien que cette carboxypeptidase soit active sur l’OTA dont la 
partie peptidique est une phénylalanine. L’hydrolyse conduit à la formation d’OTα métabolite que 
l’on retrouve dans tous les foies de poulets ayant ingérés l’OTA et les divers additifs. L’OTα est aussi 
présente dans les reins sauf des poulets ayant ingérés les levures GSH et séléniées. 
La toxicocinétique des métabolites est différente de celle de l’OTA. En général, les métabolites sont 
plus rapidement absorbés par l’organisme. Leur élimination de l’organisme est aussi plus rapide que 
celle de l’OTA ; et n’utilise pas forcément les mêmes transporteurs (Li et al., 1997). Ainsi les demi-
vies d'élimination respectives de l'OTA, de l'OP-OTA (correspondant à la lactone ouverte), de l'OT α, 
de la 4-OH-OTA, de l'OTB (OTA déchloré) et de l'OTC (ester éthylique de l’OTA) sont les suivantes 
en heures : 103 ± 16 ; 50 ± 2,8 ; 9,6 ± 2,3 ; 6 ± 0,9 ; 4,2 ± 1,2 ; 0,6 ± 0,2. La clairance corporelle totale 
pour l'OTA, l'OP-OTA, l'OT α, la 4-OH-OTA, l'OTB et l'OTC via la bile, l'urine et la métabolisation 
est respectivement de 3,1 ; 3,6 ; 40 ; 65 et 43 ml / h × kg. L'OTA, l'OTB et l'OTα sont essentiellement 
éliminées par les urines (> 48 %), la 4-OH-OTA par la bile (41 %) et l'OP-OTA comme métabolite 
urinaire (43 %). En conclusion, l'OTA est éliminée très lentement alors que les métabolites le sont 
nettement plus rapidement (Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 1999 chapitre OTA dans livre 1999).  
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Le tableau suivant récapitule la variation dans la métabolisation de l’OTA au niveau du rein et du foie 
en fonction des levures ingérées.  
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GSH + - - + ++ +++ - - - + + + + + + + 
Séléniée + + + + ++ ++ - + - +++ + + + +
+ 
+ ++ 
-absence du métabolite ; + intensité de la présence du métabolite ; augmentation en rouge par rapport au 
témoin ; diminution en vert par rapport au témoin; pas de différence en blanc par rapport au témoin. YCW en 
violet = parois de levure ; levure vivante en orange ; GSH & Séléniée = levure entière inactivée en rose 
 
D’une manière générale, plus de métabolites sont retrouvés dans les reins que dans le foie. 
Ceux retrouvés le plus fréquemment et en plus grande quantité sont les dérivés quinone comme 
OTHQ-GSH, OTB-GSH et DC-OTHQ pour lesquels une corrélation avec la formation d’adduits 
existe. En effet, la génotoxicité de l’OTA est liée à sa métabolisation faisant intervenir des 
mécanismes d’oxydation. Il a été montré précédemment que la voie de métabolisation conduisant à la 
forme quinone (OTHQ) était prépondérante dans la génotoxicité de l’OTA (Tozlovanu et al., 2006 ; 
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Nous avons résumé dans le tableau suivant la variation observée dans la formation des adduits 
au niveau du  foie et du rein des poulets. 
 
Tableau 66 : Récapitulatif des adduits formés dans le foie et le rein des poulets 
FOIE 1 
Q1 




5 6 7 8 9 10 X autres 
OTA + - - - + + + - - - + - 
Charbon - - - - - - - - - - - - 
YCW 
boulanger 
- - - - - - - - - - - - 
YCW 
brasserie 
+ - - - - - - - - - + - 
Levure 
vivante 
- - - - - - - - - - - - 
GSH + + - - ++ + ++ + - - + - 
SeMet + - - - + + + - - - - - 
 
            
REIN 
            
OTA + ++ ++ + + (+) + (+) (+) (+) - - 
Charbon ++ - - + - - - - - - - + 
YCW 
boulanger 
++ - - ++ - - - + - - - - 
YCW 
brasserie 
++ - - ++ - - - - - - - - 
Levure 
vivante 
++ - - ++ - - - + - + + a, b, c 
GSH + - - ++ - - - ++ - - + a,b 
SeMet ++ - + ++ - + + ++ - - + y, z 
-absence du métabolite ; + intensité de la présence du métabolite ; augmentation en rouge par rapport au 
témoin ; diminution en vert par rapport au témoin; pas de différence en blanc par rapport au témoin. YCW en 
violet = parois de levure ; levure vivante en orange ; GSH & Séléniée = levure entière inactivée en rose 
 
Un lien entre OTB-GSH et adduit au niveau de la guanine (C-C8dG OTA) a été établi 
(Hadjeba-Medjdoub et al., 2012). Il est intéressant de noter que l’OTB-GSH n’est formé que dans le 
rein qui est l’organe cible. Lorsque le taux d’OTB-GSH diminue on note la formation d’une grande 
quantité de métabolite D de nature inconnue. La diminution de la formation d’OTB-GSH 
s’accompagne d’une diminution de la formation du C-C8dG OTA. Ceci s’explique par le fait que la 
métabolisation de l’OTA conduit à un métabolite réactif capable de réagir facilement avec les 
macromolécules nucléophiles comme le GSH ou l’ADN. Dans des études précédentes, il avait été 
montré que la formation de l’adduit C-C8dG OTA était stimulée lorsqu’il y avait surexpression de la 
COX2 et de la lipox (Petkova-Bocharova et al., 2003 ; Pfohl-Leszkowicz & castgnaro, 2005 ; 
Manderville & Pfohl-Leszkowicz 2008). L’activité de ces deux enzymes est modulée par le GSH et la 
sélénométhionine.  
La comparaison des profils d’adduits et de métabolites obtenus lors de l’exposition des 
cellules rénales humaines (HK2) à l’OTA et aux levures GSH ou séléniées, et les profils d’adduits et 
de métabolites au niveau des reins de poulets, présentent de grandes similitudes.  
La diminution voire la disparition des adduits lors d’une co-exposition avec la levure GSH 
s’explique par la modification de la métabolisation de l’OTA vers la formation de dérives 4 OH OTA 
et OTB. A l’inverse l’augmentation du nombre d’adduits aussi bien d’un point de vue qualitatif que 
quantitatif lors de la co-exposition aux levures séléniées est due à la métabolisation de l’OTA en 
dérivés OTHQ ; en OTHQ-NAC et DC OTHQ. 
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Tout au long de la chaîne alimentaire, depuis le champ jusqu’à l’assiette du consommateur ou 
la mangeoire de l’animal, tel ou tel groupe de moisissures est susceptible de se développer et de 
produire des toxines si les conditions écologiques, notamment l’humidité, lui sont favorables. La 
contamination des aliments ou des graines peut avoir lieu avant ou pendant le stockage.  
Les céréales sont des vecteurs très importants de mycotoxines car elles sont universellement 
consommées par l’homme et par les animaux. Elles peuvent être contaminées à plusieurs moments (en 
plein champ ou lors du stockage). La plupart des moisissures toxiques poussent sur l'aliment, diffusent 
dans la masse de l'aliment, élaborent des toxines y compris dans certains produits animaliers comme la 
viande ou le lait et provoquent des intoxications.  
La présence dans les aliments de toxines produites naturellement est aléatoire et pose donc un 
problème de sécurité alimentaire. Ces moisissures et mycotoxines entraînent des problèmes 
économiques pour les marchands de grain (qualité pauvre du grain, baisse de rendement pour la 
production de céréales), pour les producteurs de volailles et de bétails (performances réduites des 
animaux et diminution de la reproduction, pertes dues aux maladies), les industries alimentaires 
fabriquant des produits pour les animaux et l’homme. Les causes indirectes sont la production de 
substances non vendables (due à la modification de l’aspect de l’aliment, altération des 
caractéristiques organoleptiques ou chimiques), un prix de revient augmenté pour la détoxification 
(protection par les antifongiques) ou destruction lorsque les substances sont trop contaminées. Pour les 
éleveurs cela implique une augmentation du prix d'achat des aliments non contaminés ou du coût 
entraîné par la décontamination de la nourriture ou par les soins aux animaux malades. Ceci entraîne à 
l’échelle mondiale des pertes estimées à 5 à 10 %. 
La plupart des mycotoxines, quand elles atteignent un taux suffisant dans l’alimentation, sont 
responsables de toxicité aiguë ou chronique chez les animaux et l’homme. Les organes touchés sont le 
foie, le rein, le système immunitaire ou le système nerveux central. Elles sont aussi tératogènes. Elles 
peuvent même avoir des effets hormonaux impactant la reproduction des animaux. Chez l’homme, 
certaines de ces mycotoxines (aflatoxine, stérigmatocystine, ochratoxine A, fumonisines, fusarine) ont 
un effet insidieux dans la mesure où elles sont cancérogènes après exposition à long terme à faible 
dose via l’alimentation ou par inhalation de poussières en milieu professionnel (Pfohl-Leszkowicz, 
2009). Les aflatoxines sont reconnues comme des hépato cancérogènes, mais sont également à 
l’origine de cancer pulmonaire après métabolisation en époxyde à l’origine d’adduit à l’ADN. Les 
fumonisines provoquent des cancers rénaux et hépatiques chez les animaux et sembleraient associées à 
des cancers de l’œsophage chez l’humain en perturbant les sphingolipides. L’ochratoxine A est à 
l’origine de cancers des voies urinaires supérieures après métabolisation en dérivés quinone réagissant 
avec l’ADN (Pfohl-Leszkowicz, 1999). Ces effets toxiques ont été avérés sur la base d’études 
toxicologiques prenant en compte les mycotoxines isolément. C’est sur la base de ces études que sont 
établies les législations pour l’alimentation humaine et les recommandations pour les nourritures 
animales.  
L'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et l'agriculture (FAO) a publié un rapport 
montrant que la production des denrées agricoles n'est pas suffisante pour subvenir aux besoins de la 
population mondiale. De plus, au moins un quart de la récolte mondiale est contaminé par des 
mycotoxines (Rice & Ross, 1994 ; FAO, 1996).  
C'est pour cette raison que le choix de la destruction des produits contaminés ou leur utilisation à des 
fins non-alimentaires, n'est pas facile. La mise au point de traitements industriels pour la 
décontamination/détoxification des denrées contaminées par les mycotoxines sont devenues les 
objectifs majeurs pour maintenir l’approvisionnement mondial en aliments. 
Le protocole pour développer un programme de sécurité alimentaire ayant pour but de diminuer 
l’exposition aux aliments contaminés par des mycotoxines comprend plusieurs étapes incluant : 1) 
l'identification de ou (des) agent(s) toxique(s), 2) l'évaluation du danger, 3) la quantification de 
l'exposition, 4) la quantification du danger, 5) le contrôle du danger. 
Notre thèse s’inscrit dans ces 5 points. 
L’analyse de divers produits céréaliers (blé, riz, maïs) ainsi que le lait et le jambon a permis de mettre 
en évidence une multi-contamination systématique en mycotoxines. Les deux mycotoxines retrouvées 
quasiment dans tous les échantillons étaient la zéaralénone (ZEA) et l’ochratoxine A (OTA). Cette 
dernière est aussi assez fréquente dans le café. Dans plusieurs échantillons nous avons aussi retrouvé 
d’autres mycotoxines, en quantité non négligeable, comme les fumonisines (FB) et les trichothécènes.  
Conclusion et Perspectives 
 286 
Bien que dans les aliments pour humains les quantités retrouvées aient été en général en dessous des 
législations en vigueur, comme ces toxines se retrouvent dans plusieurs produits différents pouvant 
être consommés dans une même journée, nous avons constaté que les quantités journalières ingérées 
dépassent les doses journalières en mycotoxines cancérogènes. Ceci pose donc clairement le problème 
de l’exposition répétée à des doses pouvant entraîner des cancers. Ceci est d’autant plus inquiétant 
pour les enfants qui de par leur immaturité biologique et leur poids sont encore plus sensibles.  
D’autre part les quelques études prenant en compte une multi-exposition aux mycotoxines ont mis en 
avant une amplification des effets (Speijers et al., 1994 ; Corcuera et al., 2011 ; pour une revue voir 
Grenier & Oswald, 2011), augmentation du risque que nous avons confirmée dans les études de 
terrains. En effet, la situation vis-à-vis de l’alimentation animale (croquettes; foin) n’est pas plus 
favorable. Dans ces nourritures plusieurs mycotoxines coexistent. Comme précédemment les quantités 
sont inférieures aux recommandations édictées pour les animaux de ferme. Néanmoins, nous avons 
clairement montré que ces co-contaminations sont suffisantes pour engendrer soit la mort des animaux 
(chats, cheval) soit diminuer la reproduction des animaux (chien, chat).  
Ainsi il est répertorié dans la littérature que le cheval meurt par leucoencéphalomalacie lorsque le maïs 
est contaminé par des quantités en fumonisines supérieures à 10 mg/kg. Dans notre étude nous avons 
observé le décès des chevaux suite à l’ingestion de maïs ne contenant que 0,7 mg/kg. Il est à noter que 
ce maïs contenait d’autres mycotoxines comme l’ochratoxine A entre autre.  
Ceci nous a conduit à réaliser des études expérimentales en culture cellulaire et sur animaux en 
combinant l’OTA à d’autres mycotoxines comme la citrinine (CIT), la FB ou la ZEA. Du point de vue 
génotoxicité (altération de la molécule d’ADN par formation d’adduits covalents) nous avons constaté 
que la génotoxicité de l’OTA était amplifiée dés lors qu’une autre de ces mycotoxines (FB, CIT, ZEA) 
était présente simultanément à l’OTA. La génotoxicité de l’OTA prime systématiquement sur celle des 
deux autres mycotoxines génotoxiques (CIT et ZEA). Ce phénomène est aussi observé au niveau des 
organes du chat dans lesquels nous avons observé des adduits spécifiques à l’OTA ; mais plus ceux 
liés à la ZEA. La coexposition des cellules à plusieurs mycotoxines ne conduit pas forcément à 
l’augmentation de la génotoxicité. Ainsi la présence simultanée de CIT (génotoxique) et de FB se 
solde au contraire par une inhibition de la génotoxicité de la CIT. Les mécanismes d’interaction vis-à-
vis de la viabilité cellulaire sont plus complexes allant suivant les concentrations, les types cellulaires 
et les mycotoxines en présence, d’une amplification de la cytotoxicité à de la prolifération même avec 
des toxines n’entraînant pas de prolifération ou de cytotoxicité lorsqu’elle était seule. L’ensemble de 
ces études permettent d’affirmer : 
(i) que les mécanismes induisant la néphrotoxicité sont différents de ceux conduisant au cancer  
(ii)  que les études de multi-contamination sont complexes, cela remet en cause les certitudes 
ayant permis d’élaborer les normes  
(iii) que les cellules sont un bon modèle d’étude puisque les réponses obtenues en culture cellulaire 
sont identiques à celle obtenues chez les animaux co-exposés que ce soit le chat, le cheval 
ou le porc (Stoev et al., 2011 ; Diaz et al., 2001). 
Autant la cytotoxicité due au stress oxydatif peut être provoquée par toutes ces toxines, autant l’effet 
génotoxique est le résultat de la métabolisation en entité réactive comme la forme quinone pour 
l’OTA. La CIT, comme la ZEA et la FB induisent les enzymes (peroxydases, cytochromes P 450) 
impliquées dans la métabolisation de l’OTA en OTHQ (Manderville & Pfohl-Leszkowicz, 2008). Ceci 
est confirmé par la modification du profil des métabolites. 
L’ensemble des résultats obtenus dans les deux premières parties conforte l’hypothèse proposée par 
Stoev et al (1998 a ; 2002 a ; 2008 ; 2010 a, b), indiquant que le taux d’OTA à lui seul ne pouvait pas 
expliquer la néphropathie porcine ou la néphropathie endémique des Balkans ou en Afrique du Sud, 
mais que cela résulterait d’une interaction entre plusieurs mycotoxines. Des études récentes ont mis en 
évidence une fréquente co-contamination OTA/FB/ZEA en Croatie (Domijan et al., 2005 ; 2010 
Jurjevic et al., 1999) et OTA/CIT en Bulgarie et Serbie (Vrabcheva et al., 2000 ; Pfohl-Leszkowicz et 
al., 2007) ainsi que dans d’autres parties du monde où sévissent des néphropathies (Ghali  et al., 
2008 ; Logrieco et al., 2003 ; Bragulat et al., 2008 ; Ibáñez-Vea et al., 2012). 
La contamination des produits finis ou des fourrages par les mycotoxines étant difficilement évitable 
de nombreuses approches préventives (bonne pratique agricole…) ou des procédés de détoxification 
sont en cours de développement pour éviter les effets toxiques chez les animaux (Kolosova & Stroka, 
2011 ; Amézqueta et al., 2012). Une approche relativement récente et prometteuse est l’adjonction 
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dans la nourriture des animaux de substances permettant l’adsorption des mycotoxines, les rendant 
moins bio-disponibles pour l’organisme. L’utilisation de telles substances en tant qu’additif 
alimentaire a officiellement été acceptée par l’Union Européenne en 2009 (EU, 2009).  
Dans le cadre de cette thèse, nous avons testé différents produits à base de levures pour leur propriété 
d’adsorbant ; mais également pour leur capacité à désactiver les toxines grâce à leurs propriétés 
antioxydantes. Nous avons montré dans l’étude in vivo chez le poulet que l’adsorption de l’OTA sur 
les produits de levures (levure entière, levure vivante, parois de levure) ne suffisait pas pour limiter 
l’absorption de l’OTA et ses effets génotoxiques. Les levures entières, mais également les parois de 
levures gardent la capacité à métaboliser l’OTA et modifie de ce fait la toxicocinétique de la 
substance. D’une manière générale tous les produits testés diminuent significativement le taux d’OTA 
dans le sang ; le foie et le rein, à l’exception de la levure glutathion. Ceci peut s’expliquer par le fait 
que sous forme glutathion conjugué l’OTA est facilement absorbé au niveau de l’intestin. La 
diminution du taux d’OTA dans les fluides biologiques et les organes n’est malgré tout pas suffisante 
pour inhiber totalement la génotoxicité de l’OTA, notamment au niveau du rein qui est l’organe cible. 
Les levures riches en glutathion et sélénométhionine diminuent l’impact génotoxique de l’OTA au 
niveau du foie. Par contre au niveau du rein, la levure séléniée n’est pas favorable. Ceci s’explique par 
le fait que la sélénométhionine (ou la sélénocystéine formé dans l’organisme) s’intègre dans les 
enzymes comme la glutathion peroxydase qui ne joue pas au niveau du rein un rôle désactivant pour 
l’OTA. 
Dans cette partie nous avons à nouveau confirmé que la culture cellulaire pouvait être un bon modèle 
d’étude, puisque nous avons le même type de réponse en culture cellulaire de rein que dans les organes 
des poulets. Les levures glutathion et séléniées sont efficaces pour limiter la génotoxicité de l’OTA et 
de la zéaralénone au niveau des cellules des glandes mammaires (organes cibles pour la zéaralénone). 
La réponse est plus mitigée au niveau des cellules rénales vis-à-vis de l’OTA. 
Néanmoins les résultats sont encourageants et demandent à être poursuivis. 
 
 
Dans l’ensemble, les résultats obtenus ont permis de confirmer que les multi-contaminations 
sont préoccupantes car elles amplifient la réponse toxique. Dans l’avenir il faudra donc étudier plus en 
détails les effets engendrés par ces présences multiples, dans le but de définir avec plus de précision 
les doses sans effet. Ces études devraient permettre d’affiner les législations ainsi que les 
recommandations pour les nourritures animales. 
D’autre part, il serait aussi intéressant de développer des méthodes d’analyses multi-mycotoxines, car 
pour l’instant pour avoir des résultats sensibles, il est nécessaire de réaliser des analyses mycotoxines 
par mycotoxines. Les méthodes d’extraction devraient être affinées. D’autre part, il faudrait pouvoir 
mettre au point des techniques d’analyse utilisant des purifications par d’autres moyens que des 
colonnes d’immunoaffinité qui sont souvent à l’origine de sous estimation et ne permettent pas de 
purifier les métabolites qui sont souvent plus important du point de vue toxicité. 
Finalement, la mise au point de moyen de désactivation doit être poursuivie. Lorsque les mécanismes 
de biotransformation de ces toxines et les métabolites responsables des effets seront identifiés, il sera 
possible de mieux orienter le développement des agents désactivants. Il serait intéressant de tester la 
combinaison de plusieurs dérivés de levures (combiner celle au GSH et celle à la sélénométhionine) ; 
ou bien  les combiner avec d’autres substances. 
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Tout au long de la chaîne alimentaire, des moisissures peuvent se développer et produire des mycotoxines. 
Ce sont des composés toxiques naturels  issus du métabolisme secondaire des moisissures, susceptibles de 
contaminer l’alimentation animale et humaine, provoquant de nombreuses pathologies (hépatotoxicité, 
néphrotoxicité, neurotoxicité, mutagénicité, tératogénicité, cancérogénicité,…).  
La première étape de ce travail était d’évaluer la présence simultanée de l’ochratoxine A (OTA), de la 
citrinine (CIT), des aflatoxines (AFs), de la zéaralénone (ZEA),  de la fumonisine (FB) et des trichothécènes dans  
des aliments destinés aux humaines (céréales, lait, café, jambon) et aux animaux (croquettes de chat et chien, foins). 
En général plusieurs mycotoxines coexistaient. Certains échantillons pour les humains dépassaient les limites 
autorisées en mycotoxines dans l’Union Européenne. Suite à l’étude de simulation d’apport en mycotoxines dans 
une ration quotidienne, nous avons constaté que les doses journalières admissibles (DJA) peuvent être dépassées. 
La deuxième phase consistait à étudier l’impact des mycotoxines seules ou en combinaison sur la viabilité 
cellulaire et la génotoxicité sur des modèles cellulaires (cellules rénales d’opossum (OK), cellules rénales humaines 
(HK2), cellules humaines de glandes mammaires (MCF7)) et chez des animaux (porc, rat). Nous avons montré que 
la CIT, la FB1 et la ZEA agissent en synergie sur la génotoxicité de l’OTA. Chez les animaux, nous avons montré 
qu’à des doses (5 ng d'OTA/kg poids corporel/ jour et de 200ng FB1/kg pc/j) correspondantes aux DJA, il y avait des 
effets génotoxiques (formation d’adduits à l’ADN). Nous avons mis en évidence l’implication des mycotoxines dans 
l’alimentation animale sur la baisse de fertilité et la tératogénicité chez les chats, ainsi que sur la mort des chevaux.  
Au cours de la troisième partie de cette étude, nous avons testé sur des cultures cellulaires (HK2 et  MCF7) 
et in vivo (poulet) l’effet protecteur du glutathion (GSH) et de la sélénométhionine (SeMet) contre l’OTA 
responsable de cancers de voie urinaire et la ZEA responsable de baisse de fertilité. Le GSH est un puisant 
antioxydant  et le sélénium est un oligoélément indispensable qui intervient comme co-facteur de nombreuses 
enzymes ayant des propriétés antioxydantes, comme les glutathion peroxydases. D’une manière générale,  au niveau 
des cellules rénales, le GSH seul et la levure correspondante ont un effet bénéfique vis-à-vis de la génotoxicité de 
l’OTA ; par contre la sélénométhionine et la levure séléniée augmentent la génotoxicité de l’OTA et de la ZEA. 
Dans les cellules des glandes mammaires, il y a une nette amélioration vis-à-vis de la génotoxicité des deux 
mycotoxines lorsque les cellules sont exposées à une seule mycotoxine simultanément au GSH, à la 
sélénométhionine et aux levures enrichies. Chez les poulets, la diminution de la génotoxicité n’est pas exclusivement 
corrélée à la capacité des parois de levure ou des levures à adsorber l’OTA. Ces dérivés de levure ont gardé la 
propriété de partiellement métaboliser l’OTA dans l’intestin. Les parois de levures et les levures enrichies en GSH 
ont un meilleur pouvoir protecteur que celles enrichies en SeMet.  
 
Mots clés : mycotoxines, génotoxicité, cytotoxicité, levures, glutathion, sélénométhionine, ochratoxine, zéaralénone, 
baisse de fertilité. 
Abstract: 
 
Throughout the food chain, mold can grow and produce mycotoxins. These are toxic compounds "natural" 
from the secondary metabolism of molds that may contaminate the feed and food, causing many diseases 
(hepatotoxicity, nephrotoxicity, neurotoxicity, mutagenicity, teratogenicity, carcinogenicity, ...).  
The first stage of this work was to assess the level of multi-contamination by mycotoxins (OTA, CIT, AFs, 
ZEA, FB, DON) in food (cereals, milk, coffee, ham) and feed (pet food). Some samples analyzed exceeded the 
limits of mycotoxins in the European Union. Through the simulation study of mycotoxin intake in a daily diet, we 
found that the acceptable daily intake (ADI) may be exceeded. 
The second phase was to study the impact of mycotoxins alone or in combination on cell proliferation, 
genotoxicity in cellular models (OK, HK2, and MCF7) and animal (pig, rat). We have demonstrated genotoxic 
effects (formation of DNA adducts) at doses (5 ng OTA / kg bw / day and 200 ng FB1/kg bw / day) considered safe 
(ADI). We have shown that the CIT, FB1 and ZEA act synergistically on the genotoxicity of OTA. We pointed to the 
involvement of mycotoxins in animal feed on declining fertility and teratogenicity in cats, as well as the death of 
horses. 
In the third part of this study, we tested in cell cultures (HK2 and MCF7) and in vivo (chicken) the 
protective effect of glutathione (GSH) and selenomethionine (SeMet) against OTA responsible for urinary tract 
cancers and ZEA reducing fertility. GSH is considered as a potent antioxidant and selenium is a trace essential 
element that acts as a cofactor of enzymes such glutathione peroxidase. In summary, in kidney cells, GSH and GSH 
enriched yeast decrease OTA genotoxicity whereas SeMet and SeMet enriched yeast increase genotoxicity of OTA 
and ZEA. In mammary cells, whatever the compounds gentoxicty of OTA and ZEA significantly decrease. Decrease 
of OTA genotoxicity in chicken kidney cannot be exclusively explained by adsorption of OTA on yeast by products. 
The yeast products retain their ability to metabolize the OTA. GSH enriched yeast and yeast cell wells are more 
efficient than SeMet enriched yeast.  
 
Keywords: mycotoxins, genotoxicity, cytotoxicity, yeast, glutathione, selenomethionine, ochratoxin, zearalenone 
reduced fertility 
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